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Resumen

A lo largo de la historia, el ser humano se ha enfrentado a multiples enfermedades
bacterianas y, a pesar del gran avance que se ha tenido en el desarrollo de compuestos
antibacterianos desde el descubrimiento de la penicilina, las bacterias han logrado desarrollar
diversos mecanismos de resistencia, por lo cual el disefio y desarrollo de nuevos farmacos es
una necesidad mundial actual.

El desarrollo de un nuevo farmaco es un proceso muy costoso que puede tardar hasta
quince afios desde el disefio hasta las pruebas en seres humanos. No obstante, gracias al
avance que se ha tenido en el area tecnologica, es posible realizar varios estudios in silico,
que permiten determinar la afinidad de ciertos compuestos, los cuales se espera actiien como
farmacos frente a determinados receptores importantes para la supervivencia de las bacterias.
Dichos estudios computacionales permiten acelerar el proceso de diseno y desarrollo de
farmacos en las primeras etapas.

En este trabajo, se analizaron ligandos tipo aza-heterociclos (compuestos que se
espera actiien como farmacos) frente a las dianas de tres bacterias, siendo la proteina efectora
NleL de Escherichia coli, la proteina de uniéon a la penicilina 1b de Streptococcus
pneumoniae y la proteina de union a la penicilina 2a y la bomba de eflujo NorA de
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. Las dianas estudiadas pueden causar
multiples enfermedades desde infecciones simples hasta potencialmente mortales.

Asimismo, el analisis se realizd por medio de técnicas computacionales de
acoplamiento y dinamica molecular para determinar la afinidad, las interacciones y la
estabilidad que presenta el ligando frente al receptor en el sitio de union, asi como la
determinacion de las energias libres de unidon que complement6 los estudios anteriores.
Adicionalmente, se realizé el andlisis farmacocinético y ADME con el fin de evaluar la
disposicion del compuesto analizado en el ser humano. Finalmente, se analizé la reactividad
intrinseca que presenta cada una de los ligandos tipo aza-heterociclos, independientemente
del receptor.

Palabras clave: acoplamiento molecular, dindmica molecular, andlisis farmacocinético
ligandos aza-heterociclos, receptores bacterianos
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Abstract

Throughout history, humans have faced multiple bacterial diseases and despite the
great progress that has been made in the development of antibacterial compounds since the
discovery of penicillin, bacteria have managed to develop diverse resistance mechanisms,
making the design and development of new drugs a global necessity.

The development of a new drug is a very costly process that can take up to fifteen
years from design to human testing. However, thanks to the progress that has been made in
the technological area, it is possible to perform several in silico studies to determine the
affinity of certain compounds, which are expected to act as drugs against certain important
receptors for the survival of bacteria. Such computational studies can accelerate the drug
design and development process in the early stages.

In this work, aza-heterocyclic ligands (compounds expected to act as drugs) were
analyzed against the targets of three bacteria, namely the effector protein NleL of Escherichia
coli, the penicillin-binding protein 1b of Streptococcus pneumoniae and the penicillin-
binding protein 2a and the efflux pump NorA of methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
The targets studied can cause multiple diseases ranging from simple to life-threatening
infections.

The analysis was also carried out using computational docking and molecular
dynamics techniques to determine the affinity, interactions and stability of the ligand towards
the receptor at the binding site, as well as the determination of the binding free energies,
which complemented the previous studies. In addition, pharmacokinetic and ADME analyses
were performed in order to evaluate the disposition of the compound analyzed in humans.
Finally, the intrinsic reactivity of each of the aza-heterocyclic ligands was analyzed,
independently of the receptor.
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1. Introduccion

Los antibidticos son sustancias utilizadas para matar o inhibir el crecimiento de las
bacterias; pueden ser naturales, semisintéticos y sintéticos, donde los primeros se obtienen a
partir de microorganismos que los producen, los segundos se extraen de microorganismos y
se modifican en el laboratorio y los terceros son fabricados totalmente en el laboratorio [1].
En general, los antibidticos se consideran un amplio y heterogéneo grupo de farmacos que
han sido eficaces para el tratamiento de las enfermedades infecciosas, lo cual ha permitido
que dichas enfermedades no sean la principal causa de mortalidad en los paises desarrollados

[2].

1.1 Historia de los antibioticos

Es de conocimiento que, desde las civilizaciones antiguas, se utilizaron diversos
extractos de plantas para tratar infecciones. Sin embargo, se considera que la historia de los
antibidticos comenzd a principios del siglo XX cuando el médico aleman Paul Ehrlich
sintetizo la arsfenamina (primer antibidtico) para tratar la enfermedad venérea bacteriana
conocida como sifilis; especificamente, el compuesto quimico se comercializé en 1910 bajo
el nombre de salvarsan. No obstante, debido a que este compuesto quimico era un derivado
del arsénico, su toxicidad fue una gran desventaja para considerarlo un candidato ideal [3].
Poco después de la Primera Guerra Mundial, en 1920, surgieron nuevos compuestos
protozoodicidas, la atebrina y la triparsamida, para el tratamiento del paludismo y para
combatir la enfermedad del suefio, respectivamente [4].

En 1928, el médico y cientifico britdnico Alexander Fleming encontré que la
sustancia producida por los hongos Penicillium notatum destruia cultivos microbianos, es
decir, lisaba la bacteria, surgiendo asi el primer antibidtico de origen natural conocido como
penicilina. Afios previos al descubrimiento, Fleming trabajaba en el Hospital St. Mary de
Londres estudiando variantes cromodgenas del Staphylococcus aureus, cuando en una
ocasion, al volver al laboratorio después de un fin de semana de descanso, se percatd que una
de las placas de agar que habia descartado, no estaba totalmente sumergida en la solucién
detergente y por lo tanto se le habia formado la lisis del germen en el costado, ésto se supuso
estaba relacionado con el crecimiento de un hongo en la adyacencia [5].

Afos después, en 1930, Gerhard Domagk trabajaba con colorantes quimicos en la
industria I.G. Farbenindustrie de Alemania, cuando se percatd que el prontosil tenia efectos
antibacterianos en los estreptococos en animales enfermos; en realidad, la sustancia que tenia
las propiedades antibioticas era el residuo de sulfonamida asociado al colorante [5].

Posteriormente, alrededor de 1940, el microbidlogo Selman Waksman y su discipulo
René Dubos de la Universidad de Rutgers en Nueva Jersey, estudiaron los suelos para



analizar las sustancias antagonistas a las bacterias patogenas; especificamente Dubos
descubri6 la tirotricina, aislando el microorganismo Bacillus brevis, la cual era capaz de
inhibir el crecimiento de las bacterias grampositivas; no obstante, al ser demasiado toxica
para administrarla via sistémica, se usaba como agente de uso topico. Por su parte, Waksman
aisl6 diez microorganismos potenciales para efectos antibidticos, siendo uno de ellos el
Streptomyces griseus, de la familia de los actinomycetales, que producia la sustancia
antibiotica llamada estreptomicina, la cual fue eficaz contra enfermedades que la penicilina
no combatia, como la tularemia, la tuberculosis y las infecciones urinarias [5-7]. A partir de
lo anterior, surge una nueva familia de antibidticos conocida como los aminoglucésidos.

De manera paralela a los antibidticos naturales, se desarrollaron diversos antibioticos
por sintesis quimica a través del camino que habian desarrollado las sulfonamidas y sus
derivados. En especifico, posterior al descubrimiento de la penicilina, se trabajéo en la
obtencion de productos semisintéticos con nuevas propiedades a partir de la modificacion
quimica de la cadena lateral de la penicilina G original; en otras palabras, se requeri6 aislar
el nicleo quimico acido 6-aminopenicilanico (6-APA) de la penicilina incorporando diversas
cadenas laterales [5]. Las primeras penicilinas semisintéticas fueron la meticilina en 1960 [8]
y la ampicilina comercializada en 1961 [9]. Durante esa época, las infecciones bacterianas
causadas por microorganismos gramnegativos como Pseudomonas aeruginosa no existian,
unicamente las infecciones se debian a Escherichia coli. Por lo que, la introduccion de
penicilinas semisintéticas con actividad frente a microorganismos gramnegativos fue gradual
a lo largo de los anos como con la ampicilina, la carbenicilina en 1970 y con la primera
cefalosporina en 1964 [10]. Por otra parte, las cefalosporinas semisintéticas se desarrollaron
de manera similar a las penicilinas, aislando el nicleo quimico 4cido 7-aminocefalosporanico
(7-ACA) [11, 12]. Por lo que, aparecieron otros antibioticos de cefalosporinas y penicilinas
de amplio espectro, que se usaron por mas de una década como fairmacos de primera linea
hasta el surgimiento de bacilos gramnegativos resistentes, debido a la produccion de enzimas
B-lactamasas [10]. Actualmente, gracias a la gran amplitud que han tenido las familias de
antibioticos betalactamicos (penicilinas y cefalosporinas), los compuestos se han subdividido
incluso en generaciones [2].

El desarrollo de los antibidticos continud su curso y en 1970, salié al mercado el
antibiotico sintético conocido como trimetoprima, la cual en combinacion con el
sulfametoxazol u otras sulfonamidas lograba una inhibicion secuencial de la via metabolica
vital para las bacterias y gracias a su estructura penetraba en los tejidos para tratar infecciones
profundas [5, 13].

Mas tarde, en 1978 surgieron nuevos antibidticos betalactimicos como las penicilinas
anti-pseudomonas, en 1980 la norfloxacina y otras fluoroquinolonas por el agente sintético
acido nalidixico, en 1981 las cefalosporinas de segunda y tercera generacion, en 1984 los
inhibidores de B-lactamasa y en 1985 los monobactamicos y los carbapenémicos [5, 10, 14].
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Debido a la necesidad de farmacos que combatieran bacilos gramnegativos productores de
B-lactamasas que inactivaban cefalosporinas de segunda generacion y penicilinas activas
frente a microorganismos gramnegativos, fue que se desarrollaron las cefalosporinas de
tercera generacion y los carbapenémicos [10]. Con el paso del tiempo, las B-lactamasas
fueron apareciendo gradualmente; no obstante, en la década de 1980 comenzd su
identificacion y para el afio 2000 se describieron aproximadamente doscientas -lactamasas,
una vasta cantidad de ellas de espectro expandido y capaces de inactivar los nuevos grupos
de betalactamicos [10]. Por tal motivo, desde su conocimiento, se han desarrollado
inhibidores de B-lactamasas, cuya funcidn principal sea bloquear su actividad y evadir la
resistencia hacia los antibidticos betalactamicos, pese a su desarrollo la eficacia de estos
inhibidores se encuentra limitada a solo algunas B-lactamasas [10].

En la actualidad, se siguen utilizando multiples derivados de las fluoroquinolonas
[15], las cuales tienen buenas cualidades farmacocinéticas, una accion bactericida sobre un
gran nimero de agentes patdgenos y una baja toxicidad [5, 14] e incluso se siguen usando
los antibioticos betalactdmicos como las penicilinas y las cefalosporinas, debido a que se
consideran agentes quimioterapéuticos exitosos contra diferentes tipos de infecciones
bacterianas por su alta especificidad objetivo, bajo costo, minimos efectos secundarios y su
baja toxicidad para los seres humanos [16].

1.2 Uso de la penicilina y generacion de su resistencia

La produccion masiva de penicilina tomo relevancia en 1942 para el tratamiento de
las severas infecciones cutdneas por S. aureus, después de un incendio que ocurrié en
Cocoanut Grove en Estados Unidos, donde mas de 450 personas murieron [5]. El uso de la
penicilina se expandio y se utiliz apropiada e inapropiadamente; siendo este tltimo uso lo
que traeria problemas en afios posteriores. En efecto, Alexander Fleming coment6 de manera
preocupada desde los inicios de su trabajo, que las dosis insuficientes o los tratamientos
interrumpidos favorecian el desarrollo de variantes de gérmenes sobre las cuales la penicilina
no tendria efecto [5], es decir, el uso inapropiado de los antibidticos promoveria el desarrollo
de la resistencia a los mismos.

Lo anterior se cumpli6 y debido al uso descontrolado de la penicilina, los
microorganismos mejoraron su capacidad para sobrevivir en presencia de sustancias nocivas
para su desarrollo. De hecho, poco después del surgimiento de la penicilina, se presentaron
las primeras cepas de S. aureus resistentes a la misma debido a la produccion de enzimas B-
lactamasas, dichas cepas se esparcieron principalmente en los hospitales [10]. No obstante,
en un inicio se creyo que, conociendo los mecanismos de resistencia de la bacteria, siempre
seria posible sobrepasar su efecto por medio de la sintesis de nuevos compuestos. Por lo que,
los laboratorios farmacéuticos, se dedicaron a trabajar en el desarrollo de fArmacos que no
fueran susceptibles a enzimas bacterianas que degradaran la penicilina. De esta manera surgio
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la meticilina; sin embargo, su resistencia se presentd en 1961 en Gran Bretafia cuando
anunciaron las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (SARM) [17];
dichas cepas se esparcieron al resto de Europa y EE.UU. y surgieron debido a que las
bacterias sufrieron cambios estructurales en las proteinas de union a la penicilina 2a (PBP2a).
De hecho, hasta mediados de la década de 1960, el SARM fue el patogeno resistente mas
importante [10]. De esta manera, se determind que la resistencia a las bacterias frente a los
farmacos es mas rapida que los tiempos que requieren la sintesis, el desarrollo, la
experimentacion y la aprobacion de nuevos farmacos. Es un hecho, que cada vez que se
utiliza un nuevo antibidtico, las bacterias tardan por lo general de dos a cuatro afios para
desarrollar mecanismos de defensa [18]. Por tal motivo, el desarrollo de nuevos farmacos es
una necesidad actual de gran importancia a nivel mundial.

1.3 Diferencias entre bacterias grampositivas y gramnegativas

Cada compuesto antimicrobiano desarrollado a lo largo de la historia cuenta con un
modo de accion unico dependiente principalmente de la estructura de la bacteria y del
funcionamiento de las dianas de las células bacterianas [19]. En general, las células
bacterianas se clasifican en bacterias grampositivas y gramnegativas (dependiendo del color
que adquieren cuando se realiza la prueba de tincion de Gram). Asimismo, dependiendo del
tipo de bacteria se usara el antimicrobiano especifico que inhibira el crecimiento de la misma.

La principal diferencia en la estructura de las bacterias grampositivas y gramnegativas
radica en la pared celular ya que la membrana citoplasmatica, el citoplasma y otros
componentes internos son muy similares [19]. La pared celular de las bacterias
gramnegativas consta de una membrana externa que contiene porinas, lipopolisacéaridos y
lipoproteinas y un espacio periplasmico que contiene una capa de peptidoglicano; mientras
que, la pared celular de las bacterias grampositivas, consiste en una capa de peptidoglicano
que contiene 4acidos teicoicos [19]. La membrana externa de las células bacterianas
gramnegativas se encarga de ser una barrera de permeabilidad de la célula, donde las porinas
son canales llenos de agua que facilitan el transporte de nutrientes, los lipopolisacaridos son
el componente esencial de las endotoxinas que auxilian a la célula bacteriana a causar la
infeccion en el huésped, las lipoproteinas se encargan de unir la membrana externa a la capa
de peptidoglicano y el espacio periplasmico se encuentra entre las membranas externa y
citoplasmatica y contiene proteinas de enlace para determinados sustratos ademas de la capa
de peptidoglicano, la cual es responsable de mantener la forma del organismo [19]. Con
respecto a la pared celular de las bacterias grampositivas, la capa de peptidoglicano se
encarga de mantener la forma del organismo, pero suele ser mas ancha que en las bacterias
gramnegativas; asimismo, dicha capa contiene 4cidos teicoicos, los cuales son polimeros
entrelazados a la capa que se extienden més allé de la superficie y son importantes antigenos
de superficie [19].



1.4 Modos de accion de los antibioticos

Existen diversos modos de accion en los agentes antimicrobianos que son muy
similares independientemente si la bacteria es grampositiva y gramnegativa, los cuales son:
interferencia con la sintesis de la pared celular, actividad de los antibidticos betalactamicos
en bacterias grampositivas y gramnegativas que se unen a las proteinas de unién a la
penicilina (PBPs), interferencia con la membrana citoplasmica, interferencia con la sintesis
de proteinas a través del enlace a la subunidad ribosémica 30S, inhibicion de la sintesis de
proteinas mediante la unién a la subunidad ribosémica 50S, inhibicion de la sintesis de
proteinas por mecanismos que aun estan en investigacion, interferencia en la sintesis de acido
nucleico e inhibicion de la ruta metabdlica de la sintesis de acido folico [19].

Es de interés para este trabajo la actividad de los betalactdmicos tanto en bacterias
grampositivas como gramnegativas. Dentro de las bacterias gramnegativas, los antibidticos
betalactdmicos se encargan de entrar a la célula por medio de las porinas y se unen a las
PBPs, las cuales son enzimas encargadas de sintetizar la pared celular, por lo tanto, dichos
antibioticos bloquean la funciéon de las PBPs, ocasionando que las paredes celulares se
debiliten o sean defectuosas y provoquen lisis celular y muerte [19]. Por otra parte, para las
bacterias grampositivas, los antibidticos betalactamicos se difunden a través de su pared
celular y se unen a las PBPs causando los mismos efectos que en las bacterias gramnegativas
[19].

Por lo tanto, el mecanismo de los antibidticos betalactdmicos como las penicilinas o
cefalosporinas consiste en dirigirse a las PBPs e inhibir la sintesis de la pared celular
bacteriana. Estas proteinas son fijadoras de betalactaimicos y se encuentran en la membrana
citoplasmatica de las bacterias [10]. Sin embargo, en las poblaciones bacterianas algunas de
sus células contintian desarrollandose incluso en presencia del antibidtico, por lo cual se
menciona una resistencia de la bacteria hacia el farmaco [2, 10, 19].

1.5 Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana se define como la capacidad que tiene la bacteria para poder
sobrevivir a las concentraciones terapéuticas que se usan de un farmaco en particular [20].
La resistencia bacteriana a los antibidticos puede ser natural, puede provenir de mutaciones,
o bien, puede generarse por transferencia de genes [18]. Esta Glltima forma en que se puede
generar resistencia bacteriana, también conocida como transferencia génica horizontal o
transferencia lateral de genes, es un proceso por medio del cual un organismo transfiere
material genético a otro organismo que no sea su descendencia [21].

Existen diversos procesos a nivel genético que permiten que exista un intercambio de
informacion entre bacterias lo cual se ha asociado a la resistencia bacteriana [20]. Dicha



resistencia puede ser por: conjugacion, es decir, existe un intercambio de material genético
de una bacteria donante a una bacteria receptora por medio de contacto fisico;
transformacion, donde la bacteria incorpora o capta acido desoxirribonucleico (ADN) libre
en el medio; y transduccion, donde se requiere de un vehiculo como un bacteriéfago para que
exista una transferencia de ADN cromosomico o plasmidico de una bacteria a otra [18, 20].
De los anteriores, la conjugacion es el proceso de intercambio mas comun en las bacterias
[21].

1.6 Escherichia coli

E. coli es una bacteria gramnegativa presente en el intestino del ser humano y de los
animales de sangre caliente y se considera un bacilo gramnegativo anaerobio facultativo que
poco tiempo después del nacimiento se encarga de colonizar la microbiota intestinal humana
[22-24]. Este patogeno pertenece a la familia Enterobacteriaceae y a la tribu Escherichia
[24].

La mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas, pero el resto pueden causar graves
enfermedades, siendo la mas frecuente el E. coli productora de la toxina Shiga, la cual se
transmite principalmente a través del consumo de alimentos contaminados como productos
de carne picada cruda o poco cocida, leche cruda o mal pasteurizada, hortalizas y semillas
germinadas crudas contaminadas y frutas y verduras contaminadas con heces de algiin animal
portador [22, 23]. Dentro de las cepas de E. coli productoras de la toxina Shiga, el
serotipo O157: H7 es el mas importante por su impacto en la salud publica [23].

Dentro de los sintomas que provoca esta bacteria se encuentran fiebre, vomito
calambres abdominales y diarrea, que puede progresar a diarrea sanguinolenta (colitis
hemorrégica). La enfermedad dura alrededor de diez dias; sin embargo, la infeccion puede
llegar a provocar una enfermedad potencialmente mortal, especialmente en niflos pequefios
y ancianos, conocida como el sindrome hemolitico urémico, el cual se caracteriza por
presentar insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica y trombocitopenia (deficiencia de
plaquetas) y presenta una tasa de letalidad del 3 al 5% [23].

En general, el E. coli se suele tratar con medicamentos como loperamida,
fluoroquinolonas, trimetoprima-sulfametoxazol o nitrofurantoina; no obstante, para combatir
el serotipo O157:H7 se suele unicamente administrar liquidos por via intravenosa debido a
que se considera que el uso de antibidticos como las fluoroquinolonas podria aumentar la
liberacion de enterotoxinas, incrementando la diarrea y la posibilidad de desarrollar el
sindrome hemolitico urémico [22].



1.7 Streptococcus pneumoniae

La bacteria grampositiva encapsulada de S. pneumoniae pertenece a la
familia Streptococcaceae y se considera una bacteria anaerobia facultativa en forma ovalada
que se agrupa en forma de cadenas; este patdgeno es catalasa negativa y no tiene movilidad
[25].

El S. pneumoniae puede causar multiples infecciones que van desde otitis media y
sinusitis hasta neumonia, sepsis, meningitis, endocarditis, artritis séptica, peritonitis,
bacteriemia o incluso la muerte [25, 26]. Las personas mas vulnerables para contraer este
patdégeno son los nifios menores a 2 afios, los adultos mayores de 60 afios o personas
vulnerables con factores de riesgo como enfermedades crdnicas renales, cardiacas o
pulmonares, por mencionar algunas [26].

Los primeros sintomas que se presentan ante las infecciones por esta bacteria suelen
ser escalofrios, fiebre y tos con esputo que, si no se atienden, pueden ocasionar dolor
pleuritico, sinusitis y el resto de infecciones mencionadas anteriormente. La transmision de
este patogeno sucede a través de gotas que se transmiten por el aire por contacto con personas
infectadas que tosen, hablan o estornudan [25].

El tratamiento para las enfermedades ocasionadas por el S. pneumoniae depende de
la enfermedad y la resistencia que presente la cepa; en general, consiste en antibidticos
betalactdmicos, macrélidos, fluoroquinolonas, pleuromutilinas o puede ser un glicopéptido
como la vancomicina [26].

1.8 Staphylococcus aureus

El patogeno S. aureus fue descubierto por el médico Alexander Ogston en 1880 y
tiene un gran potencial para causar multiples infecciones en el ser humano y los animales
desde infecciones simples como foliculitis o forunculosis hasta infecciones severas como
endocarditis, septicemias, meningitis, neumonias o bacteriemias por mencionar algunas [27].
Las cepas de este patdgeno tienen un gran impacto en la salud sobre todo por su resistencia
a la meticilina. El género Staphylococcus se encuentra constituido por cocos grampositivos
con un didmetro de 0.5 a 1.5 pum, se agrupa en células Unicas, en pares, tétradas, cadenas
cortas o formando racimos de uvas; de hecho, Ogston les dio el nombre de Staphylococcus,
por el griego staphyle que significa racimo de uvas, para describir a los cocos responsables
de inflamacién y supuracion [27]. En general, se han reportado de 32 a 35 especies conocidas
del Staphylococcus, donde alrededor de 16 a 17 son subespecies que se localizan en los seres
humanos, ya que forma parte de la microbiota normal del humano y se encuentran presentes
en las fosas nasales, en heridas infectadas, quemaduras, tracto urogenital, tracto



gastrointestinal y casi cualquier secrecion corporal; asimismo, entre un 25-50% de la
poblacion sana se encuentra colonizada por esta bacteria [27, 28].

Los Staphylococcus son bacterias no méviles, no esporuladas, cominmente no poseen
capsula, aunque existen algunas cepas que desarrollan una cépsula de limo y son anaerobias
facultativas; dicho género produce en su mayoria catalasa (enzima capaz de desdoblar el
peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre), lo que los ayuda a diferenciarse de los
géneros Streptococcus 'y Enterococcus que son catalasa negativos [27]. Asimismo, la
mayoria de las cepas de S. aureus son coagulasa positiva y para lograr colonizar al ser
humano requieren de determinadas caracteristicas fisicoquimicas (pH, humedad, presion
atmosférica, etc.) [28].

El SARM se encuentra mediado por el gen mecA, el cual se adquiere por medio de
transferencia horizontal del elemento genético mévil conocido como cromosoma cassette
estafilococico mec (SCCmec), que se considera haber sido adquirido de una especie de
Staphylococcus coagulasa negativa [29, 30]. El gen mecA se encuentra inserto en la isla
genoémica SCCmec y se encarga de codificar la proteina PBP2a, la cual es una enzima
responsable de entrecruzar las cadenas de peptidoglicano en la formacion de la pared celular
bacteriana [30]. Debido a que la PBP2a tiene una baja afinidad hacia los antibidticos
betalactdmicos, esta enzima presenta resistencia hacia los mismos [31]; la poca afinidad se
debe a la configuracion poco accesible del sitio activo puesto que tiene una hendidura mas
estrecha que otras PBPs [30].

El SARM continta siendo un patdégeno prominente con una mortalidad
persistentemente alta; la llegada de los antibidticos ayudd a reducir la mortalidad por
bacteriemia por S. aureus del 80% al 15-50%, que se considera todavia un porcentaje
considerable [32].

1.9 Mecanismos de resistencia bacteriana

En general, los mecanismos de resistencia bacteriana consisten en: 1) Dificultar el
acceso del antibidtico a su diana ya que la pared celular se vuelve impermeable al antibiotico,
2) Que la bacteria posea una bomba de eflujo que facilite el transporte del antibidtico al
exterior de la bacteria antes de alcanzar el sitio activo de la diana, 3) Que la bacteria produzca
enzimas que destruyan al antibiotico antes de alcanzar la diana o se modifique la estructura
molecular del antibidtico de manera que pierda su actividad antimicrobiana y no sea
reconocido por la diana, 4) Modificar la diana por mutacion para dificultar la union del
antibidtico o incrementar su produccion de forma que las cantidades de antibidtico sean
insuficientes para unirse a todas ellas, o bien 5) Desarrollar vias alternativas de rutas
metabolicas especificas que se alteren genéticamente para inhibir el antimicrobiano [2, 19].



Dentro de los antibidticos betalactdmicos, los mecanismos de resistencia que se
suelen presentar son:

° Alteracion de las dianas PBPs, dicha alteracion ocurre tanto en bacterias
grampositivas como gramnegativas ya que las dianas mutan para que los antibidticos
betalactdmicos no puedan unirse a ellas, haciéndose resistentes [10, 19].

o Produccién de enzimas f-lactamasas inactivantes, donde dichas enzimas
hidrolizan a los antibidticos betalactdmicos causando la resistencia. En las bacterias
gramnegativas los medicamentos entran a la célula a través de las porinas de la membrana
externa y al llegar al espacio periplasmico entran en contacto con las enzimas B-lactamasas
impidiendo que los antibidticos alcancen las dianas; por su parte, en la bacterias
grampositivas las enzimas se secretan en el medio extracelular y destruyen a los antibidticos
betalactdmicos antes de que entren a la célula [10, 19].

o Disminucion de la concentracion del antimicrobiano en el interior de la
bacteria, debido a que la membrana externa de las bacterias gramnegativas se vuelve
impermeable por medio de la alteracion de las porinas, impidiendo que entren a las células
bacterianas y ocasionando la resistencia [10, 19].

1.10 Bombas de eflujo

Algunas cepas del S. aureus tienen un mecanismo de resistencia a determinados
agentes antimicrobianos que se explica por un sistema de transporte de membrana integral
encargado de eliminar de manera activa dichos agentes de las bacterias, es decir, donde
residen los objetos citoplasmaticos del farmaco hacia el medio extracelular, ocasionando que
la bacteria sobreviva y ademas crezca [33]. Estos sistemas de transporte de membrana se
conocen como bombas de eflujo, se presentan tanto en células eucariotas como procariotas 'y
pueden tener diversas funciones como ingresar nutrientes, excretar sustancias toxicas y
mantener la homeostasis [34].

Las bombas de eflujo pueden ser especificas para un sustrato o bien, pueden
transportar una amplia variedad de compuestos quimicos estructuralmente diferentes, siendo
en este ultimo caso cuando existe una multirresistencia. Lo anterior se debe, a que reconocen
un gran numero de compuestos farmacoldgicos que no se encuentran relacionados entre si,
puesto que la identificacion del sustrato se basa en las propiedades fisico-quimicas como son
la hidrofobicidad, la aromaticidad, la capacidad de ligar hidrogeno y el caracter ionizable y
no en propiedades quimicas definidas, como sucede en el caso de enzima-sustrato o
reconocimiento de ligando-receptor [34].

Las bombas de eflujo se pueden agrupar en familias de proteinas transportadoras a
partir de la homologia de las secuencias de aminoécidos, de las similitudes en el tamafio y de
las estructuras secundarias. Filogenéticamente, las bombas de eflujo pertenecen a cinco
superfamilias denominadas: familia de casete de union al ATP (ABC); superfamilia del
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facilitador mayor (MFS); familia de extrusion de multifarmacos y toxicos (MATE); familia
de resistencia pequefia a multifirmacos (SMR) y familia de resistencia a divisiéon por
nodulacion (RND). Las familias ABC y MFS son las més grandes y se piensa que pueden
tener un origen comun [34]. La primera estd conformada por transportadores activos
primarios cuya actividad depende de la captacion e hidrolisis de ATP; mientras que, las
superfamilias SMR, MATE, MFS y RND son transportadores secundarios, donde su
actividad se lleva a cabo por gradiente de protones usando como fuerza impulsora el catiéon
sodio o un protén y utilizan la energia que se deriva de la hidrdlisis de ATP para transportar
las moléculas por medio de un gradiente de concentracidon electroquimica al acoplarse con
otro compuesto [33, 34].

La MFS es una familia muy antigua de transporte activo secundario de bacterias a
humanos con mas de 10,000 miembros secuenciados, que pueden transportar proteinas y
bastantes sustratos como iones, carbohidratos, aminodcidos y péptidos, nucleodsidos,
antibidticos y otras moléculas [33]. En general, para que las bombas de flujo puedan llevar a
cabo su actividad es necesario que contengan al menos 12 segmentos transmembrana en su
estructura [34]. La primera bomba de eflujo descubierta en el S. aureus que expulsa las
fluoroquinolonas fue la bomba NorA, que tiene 388 aminoacidos que se pliegan en 12 hélices
transmembrana y sus genes codificados se localizan en los cromosomas [33].

A partir de la comprension sobre el modo de accion y la estructura de las bombas de
eflujo, se pueden desarrollar, estudiar, analizar y proponer nuevos compuestos con capacidad
inhibitoria de las mismas, con el fin de encontrar posibles compuestos quimicos que impidan
que los fArmacos comerciales puedan ser excretados por dichas bombas de eflujo.

1.11 Desarrollo de farmacos asistido por computadora

A causa del aumento de la resistencia bacteriana, la busqueda y el desarrollo de
nuevos farmacos debe continuar. El desarrollo de farmacos es un proceso complejo y costoso,
donde se buscan medicamentos que presenten efectos clinicos benéficos y efectos
secundarios minimos para el ser humano [35]. En principio, el desarrollo de nuevos
compuestos comenzaba con la identificacion de sustancias quimicas de origen natural, su
extraccion y posteriormente su modificacion en el laboratorio con el objeto de mejorar sus
propiedades quimicas [36]. Sin embargo, el uso de esta metodologia involucra un conjunto
de fases que duran alrededor de quince afios en desarrollarse y requieren de un gasto
aproximado de 500 a 1000 millones de dolares, donde el mayor costo y tiempo es para las
pruebas clinicas en humanos [35].

No obstante, con los avances actuales en la tecnologia, se ha desarrollado la técnica
de disefio de farmacos asistido por computadora que requiere de un conjunto de disciplinas
basadas en el modelado molecular, la quimioinformatica, la quimica tedrica, la
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bioinformatica y la quimica computacional, cuya funcién en conjunto es optimizar y
seleccionar compuestos con posible actividad bioldgica, comprendiendo las relaciones que
guarda la estructura quimica con la actividad biologica [35, 36]. Lo anterior, tiene la gran
ventaja de permitir que se reduzca el tiempo de obtencién de nuevos compuestos debido a
que es mas dirigido y preciso en comparacion con el método tradicional experimental y
permitir procesar una gran cantidad de datos y entender los mecanismos de accion de los
principios activos [35, 36]. Sin embargo, no solo es importante conocer sus propiedades
farmacoldgicas sino también su afinidad hacia las dianas.

La afinidad y selectividad de los compuestos hacia las dianas terapéuticas se evalua
por medio de acoplamiento molecular y dindmica molecular, donde en la primera técnica se
busca la conformacion y posicion optima de un compuesto dentro de una diana prediciendo
las interacciones que se presentan y en la segunda se reevaluan las interacciones presentadas
en condiciones fisioldgicas parecidas a las células, determinando si se conservan, se mejoran
o se pierden [35, 36]. Después de los estudios computacionales, se seleccionan los mejores
compuestos para ser evaluados por medio de estudios experimentales, se hacen ensayos in
vitro con blancos moleculares aislados de las células y finalmente, otras evaluaciones in vivo
en animales y pruebas clinicas en seres humanos [35].

1.12 Modelado molecular con calculos de Teoria de los Funcionales de 1a Densidad

El modelado molecular es una herramienta que engloba modelos tedricos y célculos
quimico computacionales que permiten explicar la estructura molecular y la reactividad
quimica [37, 38]. La Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés)
es una aproximacion util para realizar calculos computacionales de la estructura electronica
de la materia [39]. El teorema bésico de dicha teoria es el teorema de Hohenberg-Kohn, en
el cual la energia de una molécula en su estado fundamental es una funcion de la densidad
electronica [39, 40]. Asimismo, los célculos teoricos, basados en la DFT, permiten explicar
la reactividad de los compuestos quimicos frente al ataque de distintos tipos de reactivos y
describir la razon por la cual algunos sitios de la molécula son més reactivos que otros [37,
40].

Existen diversos descriptores de reactividad que se pueden calcular usando la DFT,
dichos descriptores pueden ser de reactividad global o de reactividad local, dependiendo si
describen a la molécula en conjunto o describen algin atomo de dicha molécula,
respectivamente. Algunos descriptores de reactividad global son el potencial de ionizacion,
la afinidad electronica, el potencial electrostatico, la dureza, la blandura global, la
electronegatividad, el indice de electrofilicidad y el potencial quimico; en cambio, algunos
descriptores de reactividad local son las funciones de Fukui, la blandura local y las funciones
de Parr.
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El descriptor de reactividad local conocido como las funciones de Parr, indica y
caracteriza los centros electrofilicos y nucleofilicos més favorables para poder llevar a cabo
determinados enlaces entre dos especies en reacciones polares [41]. Es importante
mencionar, que entre mayor sea la funcion de Parr, mayor sera la reactividad del sitio. Las
funciones de Parr, a diferencia de las funciones de Fukui, se basan en la distribucion de la
densidad atémica del spin y cuando la funcién P*(r) es grande en cierto atomo de la
molécula, indica que es susceptible a ataques nucleofilicos; mientras que, cuando P~ (r) es
grande, se indica que es susceptible a ataques electrofilicos [42, 43].

En general, las nuevas técnicas de modelado molecular y las aproximaciones
desarrolladas en el campo de la teoria de estructura electronica molecular, se estan volviendo
mas relevantes en el disefio de nuevos farmacos para el tratamiento de numerosas patologias;
especialmente, ha cobrado importancia la teoria DFT, puesto que, a partir de ella se han
obtenido resultados satisfactorios en cuanto a precision y confiabilidad para comprender la
reactividad quimica de compuestos y entender la toxicidad y la actividad bioldgica de
moléculas organicas [44].

12



2. Antecedentes

Debido al gran desafio que representan las bacterias grampositivas como el SARM y
el S. pneumoniae y las bacterias gramnegativas como E. coli, se han realizado diversos
estudios experimentales, in silico e in vitro para poder predecir como primera instancia el
comportamiento de determinados compuestos con el fin de obtener posibles farmacos que
presenten mejor afinidad y mejor inhibicion de los receptores que los actuales farmacos
conocidos y usados para el tratamiento de infecciones causadas por dichas bacterias. Se
presentan los estudios previos que se han realizado para estas bacterias causantes de multiples
enfermedades, centrandose en estudios in silico, similares a los que se llevaron a cabo en
dicho proyecto.

2.1 Receptor de proteina efectora NleL (PDB ID: 3NAW)

Las proteinas de repeticion pentapeptidica se encuentran presentes principalmente en
las cianobacterias, las cuales existen desde hace mas de dos mil millones de afios, por lo que
se considera importante conocer las funciones bioquimicas de las proteinas para comprender
la manera en que las cianobacterias lograron funciones criticas en el desarrollo temprano de
la vida [45]. Se tiene poco conocimiento acerca de las funciones bioquimicas de una gran
cantidad de proteinas de repeticion pentapeptidica, solamente se sabe que algunas cuentan
con funciones bioquimicas asociadas putativas y otras se encuentran involucradas: en la
sintesis de glicolipidos de heterocistos, en la captacion de manganeso, en la inhibicion de
girasa, con ligasas de ubiquitina E3, con receptores de isoforma C de glicoproteina 2 de
vesicula sindptica y con proteinas de plantas y cianobacterias con estructuras
tridimensionales pero sin caracterizacion funcional [45].

En las células eucariotas, la ubiquitinacion es un proceso postraduccional
fundamental para el ciclo celular, la respuesta inmunitaria y la tolerancia al dafio del ADN;
dicho proceso requiere de una cascada de enzimas donde la molécula de ubiquitina se une a
las enzimas activadoras de la ubiquitina (E1) por un enlace tioéster tras la hidrélisis de ATP,
luego se transfiere al residuo de cisteina del sitio activo en las enzimas conjugadoras (E2) y
finalmente ligasas (E3) transfieren la ubiquitina desde E2 a un sustrato proteico [45, 46].
Dentro de las ligasas E3 se encuentran dos tipos: las E3 RING, que tienen una funcion de
andamiaje para acercar a E2 con el sustrato y las E3 HECT que forman un intermediario
tioéster con la ubiquitina antes de transferirla al sustrato [45, 46].

Una gran variedad de bacterias patogenas gramnegativas utilizan el sistema de
secrecion de tipo III o tipo IV para poder insertar una gran cantidad de factores de virulencia
en el citosol de la célula hospedadora, dichos factores pueden ser las proteinas efectoras, las
cuales actiian como ligasas E3 y se encargan de desempefiar papeles vitales en la adhesion,
la entrada y la supervivencia bacteriana y de modular funciones celulares del hospedador
como la dinamica del citoesqueleto, la expresion génica y la modificacion postraduccional
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[46]. Es a partir de la elucidacion de la funcion de las proteinas efectoras, que se comprende
la patogénesis [47].

La bacteria gramnegativa llamada Salmonella enterica serovar typhimurium, es un
patdégeno que puede infectar las células huésped y estimular una respuesta inflamatoria
intestinal, administrando proteinas efectoras con un sistema de secrecion de tipo III o tipo
IV; una de las proteinas efectoras es SopA, la cual es una ligasa E3 [45]. Justamente, la ligasa
efectora no codificada por Lee (NleL) de E. coli enterohemorragica 0157:H7 es un homoélogo
de la proteina efectora SopA [45].

Lin, D. Y. W. y colaboradores [47], resolvieron y caracterizaron la proteina efectora
NleL (con PDB ID: 3NAW), un patdgeno que causa enfermedades graves transmitidas por
los alimentos. Dicha proteina efectora NleL imita la funcion y estructura de las ligasas HECT
E3 eucariotas y cataliza la formacion de cadenas de poliubiquitina no ancladas por medio del
uso de ciertos enlaces con los residuos Lys6 y Lys48 de la enzima conjugadora de ubiquitina
E2 y con el residuo de Cys753 catalitico que forma un intermediario tioéster con ubiquitina,
siendo este ultimo aminodacido, el responsable de la actividad de la ligasa E3 [47]. Dentro de
las interacciones entre NleL y la enzima E2, la Asn578 de la proteina NleL y la Phe63 de E2
son importantes puesto que son responsables de la mayoria de los contactos entre los mismos
[45].

En las células eucariotas, el proceso de ubiquitinacion es importante para muchas
funciones celulares como la degradacion de proteinas, la reparacion del ADN, la progresion
del ciclo celular, el trafico y la endocitosis [47]. Por tal motivo, se deduce que probablemente,
la proteina efectora NleL sea sintetizada por bacterias patdgenas para funcionar unicamente
en células huésped eucariotas.

A pesar de que el conocimiento acerca de las funciones de las proteinas de repeticion
pentapeptidica es poco, se sabe que las ligasas de ubiquitina E3 pueden actuar simplemente
como un andamio para poder proporcionar la superficie requerida para soportar las
interacciones de union con otra proteina [45]. No obstante, se considera que se requieren mas
estudios para tener una mejor comprension de las estructuras y las funciones de la
superfamilia de proteinas de repeticion pentapeptidica [45].

Asimismo, Lin y colaboradores [46], obtuvieron informacion sobre las interacciones
presentadas entre las estructuras cristalinas de dos ligasas E3 similares a HECT bacterianas
(Salmonella SopA 'y E. coli NleL) en complejo con una E2 humana (UbcH7). Las ligasas
HECT E3 tienen estados conformacionales distintos de las E3 bacterianas, por lo que se
requieren reordenamientos estructurales en la transferencia de ubiquitina y la superficie de
interaccion con E2 es poco similar entre las ligasas HECT E3 y SopA y NleL; sin embargo,
las ligasas E3 bacterianas se unen a la superficie candnica de E2 que interactua con las E3
eucariotas [46].
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SopA y NleL difieren en la orientacion de su l6bulo C con relacion a sus otros dos
dominios, por lo cual se consideran flexibles conformacionalmente y contienen un residuo
de cisteina cerca del extremo C que forma un enlace tioéster transitorio con ubiquitina, donde
para NleL es la Cys753 [46]. Adicionalmente, para NleL se observaron interacciones de tipo
van der Waals con la Phe569 y otras interacciones con aminoacidos como Tyr532, Phe568,
Met566, Ser567, His552 y aminoacidos cercanos como Glu705, Tyr706, Asp707, siendo el
Glu705 uno de los aminodcidos involucrados en la actividad de la ligasa. A partir de lo
anterior, se obtuvo informacién mecanicista sobre la via de la ubiquitina y un marco para
lograr comprender el mimetismo molecular en la patogénesis bacteriana [46].

2.2 Receptor de proteina de union a la penicilina 1b (PDB ID: 2UWX)

Las PBPs, son enzimas que cumplen la funcién en la polimerizacion de entrecruzar,
es decir, unir cadenas de glicano por medio de un enlace covalente para formar
peptidoglicanos (transpeptidacion) en la formacion de la pared celular bacteriana [48]. Las
PBPs se encargan de -catalizar las actividades transglicosilasa, transpeptidasa y
carboxipeptidasa que en conjunto crean la estructura de peptidoglicano de la pared celular
bacteriana que mantiene la morfologia bacteriana [49]. No obstante, las PBPs son
importantes en el proceso multimolecular de division celular, donde se requiere la biosintesis
de nuevos peptidoglicanos en los procesos de elongacion de la pared celular y formacion del
tabique [50].

Las PBPs se clasifican en tres clases: A, B y C, las cuales se subdividen a su vez en
clases de acuerdo a las diferencias de secuencia; las clases A y B se consideran PBPs de alto
peso molecular y la clase C como PBPs de bajo peso molecular [48]. Las PBPs de alto peso
molecular son responsables de formar el peptidoglicano y llevar a cabo la insercion en la
pared celular preexistente [48]. No obstante, la resistencia de los antibidticos betalactdmicos
hacia las PBPs se presenta principalmente por la produccion de enzimas B-lactamasas que se
encargan de escindir los anillos betalactamicos, volviéndolos ineficaces, o por medio de la
modificacion de las PBPs, lo que imposibilita la union a los antibidticos betalactdmicos por
la baja afinidad o la baja tasa de acilacion [48].

Kian-Sim Goo y Tiow-Suan Sim [48], realizaron un analisis in silico de tres enzimas
relacionadas con las cefalosporinas como la enzima sintetizadora conocida como la
desacetoxicefalosporina-C sintasa, las PBPs y las enzimas degradantes, las -lactamasas, y
mostraron estructuras terciarias y clases de PBPs de diferentes especies bacterianas como E.
coli, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, S. pneumoniae, S. aureus 'y Bacillus
subtilis, donde los antibioticos betalactdmicos inhiben la actividad de las PBPs gracias a su
similitud estructural con el péptido terminal D-Ala-D-Ala del precursor del peptidoglicano y
se unen al dominio de unioén a penicilina de las PBPs.
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Un mecanismo comun de resistencia, es poseer una o varias PBPs con baja afinidad
por los antibidticos betalactdmicos, como sucede con S. aureus; pero, el S. pneumoniae
supera la accion de dichos antibioticos modificando sus PBPs por recombinacion genética de
genes [48]. Existen seis PBPs en S. pneumoniae: PBP1a, PBP1b, PBP2a, PBP2b, PBP2x y
PBP3, donde PBP1a, PBP2b y PBP2x se modifican en cepas resistentes [10, 16, 48]. También
se ha considerado la flexibilidad del sitio activo como el mecanismo clave de resistencia
adoptado por las PBPs de S. pneumoniae para contrarrestar los efectos inhibidores de los
antibidticos betalactamicos [48]. Debido a lo anterior, Goo y Sim plantearon aplicar nuevas
técnicas in vitro e in silico para el desarrollo de nuevas cefalosporinas efectivas frente a PBPs
de baja afinidad del S. pneumoniae y S. aureus, teniendo en mente que la resistencia puede
surgir de nuevo [48].

Por otra parte, Fisher y colaboradores [49] realizaron un estudio computacional con
la PBP1b de S. pneumoniae, causante de neumonia y meningitis, la cual es una estructura
representativa de los miembros de las PBPs de clase A. Existe poca informacion acerca de
los mecanismos cataliticos que llevan a cabo las PBPs y de su modo de union para la reaccion
de entrecruzamiento catalizada por transpeptidasa, lo cual es preocupante debido a que se
considera que la alteracion mutacional que presenta el sitio activo de la transpeptidasa es un
mecanismo primario para el desarrollo de resistencia a los antibidticos betalactaimicos [49].
Las estructuras de PBP1b (PDB ID: 2UWX y 2UWY) que se encuentran inactivadas por
cefalosporinas betalactdmicas mostraron un sitio activo mas abierto y permitieron identificar
la Ser460 como el nucleodfilo que media las reacciones de transferencia de acilo, a través de
un intermediario acil-enzima; lo anterior se comprob6 con las simulaciones de dindmica
molecular con disolventes explicitos y calculos de mecanica cudntica/mecanica molecular de
ONIOM [49]. Es decir, para la formacion de la acil-enzima PBP1b inicial es necesaria la
activacion directa de la Ser460 por la Lys463 [49]. Asimismo, se evaluaron las interacciones
por puentes de hidrégeno entre el tallo peptidico y la PBP1b, especificamente con los
residuos Lys463, Tyr498, Tyr515, Ser626, Arg627, Thr654 y Gly689 [49].

En el trabajo realizado por Macheboeuf'y colaboradores [50], se report6 la estructura
cristalina de PBP1b de S. pneumoniae, observando que la enzima existe en conformaciones
inactivas durante las fases del ciclo de division celular en las que no participan, activandose
solo cuando es necesario; para ello, se formaron complejos con las cefalosporinas, nitrocefina
y cefotaxima, donde ambos ingresaron al sitio activo de serina, sugiriendo que dicho sitio
cuando esta cerrado, es s6lo una forma transitoria de la enzima. El sitio activo transpeptidasa
de PBPI1b alberga tres motivos estructurales conservados: SXXK que contiene los
aminoacidos Ser460, Thr461, Thr462 y Lys463; SXN que contiene Ser516, Trp517 y Asn518
y KTG que contiene Lys651, Thr652 y Gly653 [50]. Con base en las observaciones de dicho
estudio, se propone que a medida que la participacion de las PBPs se vuelve esencial dentro
del ciclo de division celular, éstas se activan, dependiendo de la disponibilidad o localizacion
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del sustrato y es asi que las dos formas de PBPs se considera podrian proporcionar a la célula
un control distinto sobre la regulacion de la biosintesis de la pared celular [50].

La resistencia bacteriana a los antibidticos betalactimicos representa una grave
amenaza para la salud humana y los patégenos S. aureus y S. pneumoniae son de los
principales patogenos causantes de infecciones bacterianas en los hospitales. Por tal motivo,
se analiz6 la PBP2a del S. aureus que presenta resistencia a la meticilina.

2.3 Receptor de proteina de union a la penicilina 2a (PDB ID: SM19)

El mecanismo general de acilacion irreversible que realizan los antibidticos
betalactdmios frente a las PBPs, ocurre formando primeramente de manera reversible el
complejo Michaelis no covalente, seguido del ataque nucleofilico del aminoacido serina del
sitio activo al anillo betalactamico para formar un intermediario covalente acil-PBP, el cual
es relativamente estable [51, 52]. Sin embargo, la resistencia surge debido a una formacion
ineficiente del intermediario acil-enzima y la PBP contintia con la transpeptidacion [30, 51].
El SARM justamente adquirio por transferencia genética un PBP adicional (PBP2a). Algunos
estudios recientes sugieren que las enfermedades resistentes a los medicamentos provocaran
aproximadamente 10 millones de muertes al afio en 2050, lo mas preocupante es que se prevé
que aumentara a lo largo de los afios [53].

Poco tiempo después de los primeros reportes de SARM en Reino Unido, la
resistencia se extendid en varios paises como Estados Unidos de América, Australia, Japon,
Turquia y varios paises de Europa con el paso del tiempo [17]. No obstante, en 1996 en Japon
se aislo una cepa SARM resistente también a la vancomicina, lo cual se extendié a cepas
similares aisladas en Estados Unidos, Francia, Corea, Sudéfrica y Escocia [51].

Cortés y colaboradores [54], demostraron por medio de acoplamiento molecular que
algunos cannabinoides tienen una alta actividad biologica contra el SARM, especificamente,
estudiaron las proteinas fundamentales en el ciclo de vida de la bacteria junto con sus
inhibidores comercialmente conocidos: oxacilina (inhibidor de PBP2a), mupirocina
(inhibidor de la isoleucil-ARNt sintetasa) y norfloxacina (inhibidor de ADN girasa). A partir
del analisis QSAR y sus orbitales frontera HOMO (orbital molecular de més alta energia
ocupado) y LUMO (orbital molecular desocupado de mas baja energia) predijeron la
actividad biologica partiendo de propiedades fisicoquimicas, comprobaron los resultados del
acoplamiento molecular y demostraron que la lipofilia y la baja polaridad parecen aumentar
la probabilidad de union de los compuestos en el sitio activo de la proteina [54].

La PBP2a presenta un sitio activo y un sitio alostérico, donde el sitio activo cuando

se encuentra en la conformacion cerrada no permite que los antibidticos betalactamicos
puedan unirse a €l, a excepcion de algunos ligandos que evitan el crecimiento de la bacteria;

17



no obstante, cuando algtn ligando se une favorablemente al sitio alostérico, el sitio activo se
abre debido a los cambios conformacionales, especialmente en el residuo Tyr466 y permite
que el antibidtico betalactdmico tenga un efecto sinérgico en el sitio activo, logrando la
inhibicion de la bacteria [55].

En 2020, Alhadrami y colaboradores [55] analizaron una serie de compuestos
fendlicos de origen vegetal contra el sitio activo y alostérico del SARM, donde para el sitio
activo se buscaron nuevos compuestos que se unieran satisfactoriamente a ¢l y para el sitio
alostérico se buscaron que tuvieran el efecto sinérgico junto con los antibidticos
betalactdmicos. En dicho estudio realizaron un cribado virtual de compuestos fendlicos y
aplicaron técnicas de acoplamiento y dindmica molecular, comprobando el modo de unién
de los ligandos al receptor y los aminoécidos participantes en las interacciones, siendo los
mejores el ceftobiprol con Ser403, Tyr446, Ser462, Asn464, GIn521, Ser598, Thr600,
Ala601 y Glu602 y la crisina con Ser403, Tyr446, Asn464, Tyr519, GIn521 y Thr600 [55].
A partir de los estudios in silico y con estudios in vitro se concluy6 que solo los compuestos
pequeiios, que son relativamente no polares pueden llegar a acceder a los estrechos surcos
hidrofobicos del sitio activo como sucede con el ceftobiprol o la crisina y que ciertos
flavonoides pueden combatir cepas resistentes, como inhibidores en el sitio activo o en
combinacion con antibidticos betalactaimicos buscando el efecto sinérgico [55]. Asimismo,
los resultados del ceftobiprol habian sido comprobados por Kumar y colaboradores [16] que
determinaron una buena afinidad con la PBP2a gracias a la cantidad de interacciones
hidrofobicas e interacciones por puentes de hidrogeno que se forman.

Por otro lado, Mahasenan y colaboradores [52] estudiaron la dinamica
conformacional de los ligandos oxacilina, cefepima y ceftazidima frente a la PBP2a. Dichos
compuestos se unieron al sitio alostérico para formar los complejos y se observo el estado
“abierto” o “parcialmente abierto” de la PBP2a, lo cual se puede respaldar por medio de la
comunicacion existente entre el sitio alostérico y el sitio activo por mutagénesis dirigida [52].
Aunado a, se determin6 que cuando la PBP2a se encuentra frente a un antibidtico
betalactdmico como la ceftarolina que guarda un mimetismo efectivo respecto al tallo de
peptidoglicano, ésta se une al sitio alostérico y la PBP2a se mantiene en un estado abierto
continuamente vulnerable que impide que se cierre; buscando por tanto, desarrollar
antibidticos betalactamicos que imiten efectivamente al tallo de peptidoglicano [52].

Por otra parte, en 2023 Prabha y colaboradores [53] exploraron el potencial inhibidor
de compuestos bioactivos de origen vegetal contra la PBP2a y otras proteinas diana asociadas
con el S. aureus resistente a los medicamentos, por medio de acoplamiento y dindmica
molecular para comprender los cambios conformacionales y las interacciones que presentan
el ligando y la proteina, en el sitio alostérico para la PBP2a y se determinaron sus energias
libres de unién asi como propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas con el fin de
obtener los mejores candidatos, siendo el 4cido oleandlico, la B-amirina, la Friedelina, la
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proantocianidina, la quercetina, la rutina y el kaempferol, donde los primeros tres pertenecen
a clases de triterpenoides y los ultimos cuatro son flavonoides.

Es importante destacar, que el sitio activo de la proteina PBP2a se encuentra en un
surco extendido que presenta flexibilidad y donde el aminoacido Ser403 actia como
nucledfilo [51]. Se realizé el estudio computacional de la nitrocefina, la penicilina G y la
meticilina frente al sitio activo de la PBP2a, observando interacciones con varios
aminodcidos de dicho sitio y concluyendo que el aumento de interacciones no covalentes
mejora la afinidad de unién [51]. Gracias a la capacidad que presenta la PBP2a para actuar
como Unica transpeptidasa durante la sintesis de la pared celular frente a betalactamicos, se
ha evitado el desarrollo de nuevas resistencias en las PBPs que normalmente son producidas
por la bacteria de S. aureus [51].

Masumi y colaboradores [56] estudiaron 46 flavonoides frente a la PBP2a llevando a
cabo calculos de acoplamiento molecular, estudios de validacion cruzada, determinacion de
MMGBSA y analizando la estabilidad de las mejores conformaciones encontradas por
simulaciones de dinamica molecular; los mejores resultados se encontraron para el
kaempferol 3-rutindsido-7-soforosido y la rutina, los cuales también exhibieron una afinidad
de unién destacada al sitio alostérico de la enzima. Es importante mencionar que a partir del
acoplamiento molecular se identificaron un total de 14 residuos principales dentro del sitio
activo de PBP2a, incluidos Ser337, Lys340, Ser403, Lys406, Tyr446, Ser462, Asn464,
Thr500, Ser548, Gly549, Ser598, Gly599, Thr600 y Met641, donde algunos de ellos se
conservaron durante las simulaciones de dinamica molecular [56].

2.4 Receptor de bomba de eflujo NorA (PDB ID: 7L.OS8)

En los ultimos tiempos, la secuencia completa del genoma de S. aureus ha permitido
explorar 30 genes de bombas de eflujo que pertenecen a la MFS [57]. El anélisis mediante
técnicas estructurales, computacionales y bioquimicas revela que la MFS posee un tnico sitio
de unién, un mecanismo de acceso alterno que implica un movimiento de tipo interruptor
basculante de la proteina; dicho sitio, comprende residuos hidrofobicos que le permite
exportar un amplio espectro de farmacos lipofilicos [57, 58].

La bomba de eflujo NorA, miembro de la MFS, es una de las principales bombas de
eflujo sobreexpresadas en los aislados clinicos del torrente sanguineo de S. aureus, aunque
también se encuentra presente en cepas de E. coli y estd involucrada en el eflujo de multiples
compuestos farmacologicos como quinolonas, fluoroquinolonas, tetraciclinas, compuestos
de amonio cuaternario y antisépticos, fenotiazinas y tioxantenos, verapamilo y omeprazol,
totarol, reserpina, ferruginol, acido carnodsico y colorantes (como bromuro de etidio,
rodamina, acridina y biocidas) [33, 57, 59, 60]. La resistencia a la norfloxacina, y en general,
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a las quinolonas, se debe al mecanismo de accion intracelular que se obstaculiza con la
actividad de las bombas de eflujo [59].

Las fluoroquinolonas solian ser agentes prometedores para el tratamiento del SARM
[60]. Actualmente, no existen fairmacos aprobados clinicamente para inhibir la bomba de
eflujo, se esperaria que algin fAirmaco pudiera inhibir la bomba y potenciara la eficacia o
restaurara la actividad de los antibidticos ya existentes que se vuelven ineficaces por dichas
bombas; por tal razon, se considera necesario la biisqueda de inhibidores de la bomba de
eflujo NorA [58, 61].

Zarate y colaboradores [58], estudiaron una gran variedad de compuestos similares a
la capsaicina frente a NorA, debido a que esta sustancia fue identificada como buen inhibidor
de dicha bomba al reducir la concentracion inhibitoria minima (MIC) de ciprofloxacina para
S. aureus. Para ello, construyeron la bomba de eflujo, determinaron las cavidades de lado
citoplasmatico, region del ntcleo de union y lado periplasmico y por acoplamiento molecular
y estudios farmacocinéticos y de toxicidad obtuvieron candidatos con mejores resultados que
la capsaicina [58]. Asimismo, en el acoplamiento observaron interacciones hidrofobicas con
Phel6, Ile19, I1e23, [le244 e interacciones n- apilado con Phe47 y Trp293 [58].

En 2016, Bhaskar y colaboradores [57], construyeron el modelo de la bomba de eflujo
NorA basandose en la estructura cristalina del transportador de glicerol-3-fosfato y con
acoplamiento molecular analizaron los compuestos de reserpina, totarol, ferruginol, salvina,
tioxanteno, fenotiazina, omeprazol, verapamilo, 4cido nalidixico, -ciprofloxacina,
levofloxacina y acridina frente a la bomba de eflujo NorA, asi como otras 14 moléculas
obtenidas por cribado virtual, donde se encontrd que todas se unen a la gran hendidura
hidrofobica y presentan interacciones significativas con Phel3, Phel4, Phel6, Leul7, Gly20,
Phed7, Ala48, GIn51, Alal05, Gly106, Vall08, Met109, Ile135, Ile136, Phe140, Thr211,
Leu212, Phe216, Ala312 y Phe341, residuos presentes en el bolsillo de union [57]. A los
mejores compuestos anteriores se les realizaron estudios farmacoldgicos considerandolos
utiles para disefar inhibidores selectivos contra la bomba de eflujo NorA [57].

Los compuestos con imidazolidinas son muy atractivos en la quimica medicinal
debido a sus actividades antimicobacterianas, anticonvulsivas, anti-VIH, antidiabéticas y
anticancerigenas y también la incorporacion de sustituyentes de flaor a pequefias moléculas
organicas ha dado como resultado valiosas propiedades farmacéuticas, incluidas
lipofilicidad, electrofilicidad, estabilidad metabolica, estabilidad quimica y union al receptor
[60]. Faillace y colaboradores [60], evaluaron por ensayos fluorimétricos y acoplamiento
molecular la actividad antimicrobiana de imidazolidinas de fluorobencilideno sintéticas y su
efecto modulador para potenciar la actividad de antibidticos convencionales sobre la
resistencia a fluoroquinolonas en la cepa de S. aureus (SA-1199B), que sobreexpresa el gen
norA que codifica la bomba de efluyjo NorA. Los resultados mostraron una actividad
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antimicrobiana débil para los derivados de fluorobencilideno por si solos, pero fueron
capaces de potenciar la actividad de norfloxacina y ciprofloxacina contra SA-1199B hasta
6.4y 3.2 veces, respectivamente [60]. Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar
la accion de los inhibidores de la bomba de eflujo, en este trabajo se reforz6 uno de ellos, que
se basa en la unién competitiva en la bomba de eflujo, donde el inhibidor, bloquea la
interaccion entre el antibidtico y la bomba de eflujo y evita su extrusion o eliminacion [60].

En el estudio realizado por de Araujo y colaboradores [59], se analiz¢ la efectividad
de monoterpenos, especificamente el a-pineno y limoneno, como inhibidores de la bomba de
eflujo contra una cepa de S. aureus que expresa proteinas NorA, realizando estudios in vitro
e in silico. A partir del andlisis, se encontré que ambos terpenos presentan una interaccion
similar en el sitio de unién y se dedujo que las interacciones entre el receptor y los terpenos
se dan principalmente de forma no polar y parcialmente hidrofébica en “regiones trampa
hidrofobicas” que involucran interacciones de van der Waals, m-alilo y alilo, con Ia
posibilidad de alguna interaccion por puente de hidrogeno [59]. Asimismo, se sugiere que la
hidrofobicidad podria contribuir a la estabilizacion de diferentes compuestos en las bombas
de eflujo y que el a-pineno y el limoneno podrian actuar como inhibidores de la bomba de
eflujo NorA y potenciar la actividad de la norfloxacina [59].

Posteriormente, Brawley y colaboradores [61], identificaron fragmentos sintéticos de
union a antigenos (Fab) que inhiben la bomba de eflujo NorA del SARM junto con la bomba
por medio de la técnica de criomicroscopia electronica, que reveld que el bucle Fab esta
profundamente insertado en el bolsillo de unién y que un residuo de arginina en dicho bucle
interactuia con dos residuos vecinos de aspartato y glutamato (Asp307 y Glu222), esenciales
para la resistencia a los antibidticos. Asimismo, en el estudio se cristalizaron dos estructuras
de la bomba de flujo NorA con los fragmentos Fab, con los PDB ID: 7LO7 y 7LOS8 de la
base de datos RCSB PDB [61].

Finalmente, Alves y colaboradores [62] analizaron el potencial antibacteriano de
cuatro chalconas sintéticas y su efecto modulador de la resistencia a la norfloxacina que
presenta la bomba de eflujo NorA. Posterior a la sintesis de las chalconas, se realizaron
estudios para determinar la MIC, observando que éstas tienen potencial como inhibidores al
reducir la concentracion necesaria de norfloxacina y de bromuro de etidio [62]. Asimismo,
se realizaron calculos de acoplamiento molecular para determinar las interacciones entre las
chalconas y el receptor, siendo sobre todo de tipo van der Waals, n-sulfuro y n-r apilado y
pocas o ninguna interaccion por puente de hidrégeno con los aminoacidos Phel6, Met109,
Phe140, Glu222, Phe303, Phe306, Arg310, Thr336 y Asn340. Adicionalmente, se realizaron
estudios para evaluar las propiedades farmacocinéticas y la toxicidad, reforzando que las
chalconas junto con la norfloxacina podrian ser Utiles para el tratamiento de infecciones por
el S. aureus [62].
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3. Justificacion

Una gran cantidad de especies bacterianas se consideran problemas de salud publica,
tales como Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, debido a
que son patdgenos oportunistas. Adicionalmente, la bacteria de S. pneumoniae es aquella que
usualmente causa neumonia, enfermedad que es un gran desafio puesto que es la principal
causa de muerte en nifilos menores de cinco aflos, de acuerdo con la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) [63].

Por otra parte, la OMS indica que cada ano se enferman alrededor de 600 millones de
personas por comer alimentos no salubres, siendo la bacteria E. coli uno de los patdogenos
principales que se contrae por comer alimentos en mal estado o que fueron contaminados con
dicho patogeno [64].

Asimismo, las subespecies del Staphylococcus, como el S. aureus, presentan una gran
capacidad de adaptacion y se propagan facilmente de una especie a otra. Desde hace varios
afios, el S. aureus ha incrementado su aparicion y ha sido la principal causa de infecciones
en el torrente circulatorio e intoxicaciones ocasionadas por los alimentos y una de las
principales causas de las infecciones adquiridas en los hospitales. Lo alarmante del S. aureus
es su facil diseminacién gracias a la gravedad de su patogenicidad; la patogenia que provoca
dicha bacteria surge cuando se combinan sus caracteristicas de virulencia con el decremento
de las defensas del huésped. Adicional a lo anterior, la gravedad aumenta puesto que el
patdégeno ha desarrollado una resistencia a los antibidticos, haciendo mas complicado el
tratamiento de las enfermedades que causa esta bacteria.

No obstante, la resistencia microbiana es un desafio mundial actual presente no solo
en el S. aureus sino también en una gran cantidad de bacterias grampositivas como el S.
pneumoniae y gramnegativas como el E. coli; como ocurre con el incremento del S. aureus
resistente a la meticilina, ocasionado posiblemente por el uso excesivo de los antibidticos o
los malos prondsticos, provocando un aumento en la morbilidad y mortalidad.

Actualmente, el desarrollo y la innovacion de fAirmacos se encuentra estancado ya que
de acuerdo con la OMS, el nimero de antibioticos que se desarrollaron y aprobaron desde el
2017 al 2022 fue de doce, donde diez de ellos ya han presentado resistencia [65].
Adicionalmente, cada cuatro horas en los laboratorios del Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) se detecta un germen resistente
y cada dia mueren alrededor de 2000 personas por dicha resistencia. La preocupacion se
agrava puesto que las proyecciones para el ano 2050 indican una tendencia de que habra mas
muertes a causa de la resistencia bacteriana que las que se presentan por causa de cancer
actualmente [20]. No obstante, los impactos negativos no son Unicamente en el area de la
salud, sino también en el area econdmica porque de acuerdo con un estudio reciente, para
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2050 los costos anuales mundiales ocasionados por la resistencia bacteriana seran de
alrededor de 100 billones de dolares, lo cual provocaréd grandes crisis financieras [20].

Con base en las inquietantes proyecciones que se prevén por la resistencia bacteriana
y las grandes limitantes en el desarrollo de los firmacos como lo son los tiempos de
aprobacion, los costos y las bajas tasas de éxito, es necesario el estudio y disefio de nuevos
compuestos antibacterianos, comenzando con un enfoque tedrico-computacional en las
primeras etapas del desarrollo para facilitar y acelerar la seleccion de posibles sustancias que
puedan llegar a tener un efecto farmacoldgico activo que sea antagonista a determinadas
dianas de las células bacterianas. Uno de los métodos importantes usado como primera
instancia es el acoplamiento molecular (docking molecular) que permite predecir y calcular
computacionalmente la posicion més favorable para la interaccion entre un ligando (molécula
que se espera actue como farmaco) y una diana. Posterior a los calculos de acoplamiento
molecular, otra técnica computacional de utilidad es la Dinamica Molecular, que evalua la
evolucion y el comportamiento de los 4tomos a lo largo del tiempo en condiciones
fisioldgicas y permite determinar si puede existir una actividad biologica de inhibicioén hacia
la diana molecular, por lo cual se infiere la necesidad del uso de los métodos quimico-
computacionales para la blisqueda de compuestos que se espera puedan combatir las
infecciones bacterianas causadas por los patdgenos estudiados.
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4. Hipotesis

Los compuestos del tipo aza-heterociclos, Ligl (norfloxacina) y Lig3 al Lig8,
mostrados en la Figura 1, analogos estructurales del inhibidor Lig2 (2-fenil-5-nitroindol,
INF55) y estudiados por el grupo de trabajo [66, 67], podrian ser efectivos inhibidores de la
bomba de eflujo NorA y de los receptores de agentes infecciosos como Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina, Streptococcus pneumoniae o Escherichia coli, causantes de
infecciones bacteriologicas importantes. Estos compuestos, comparados con otras sustancias
activas conocidas, tienen grupos funcionales que pueden presentar interacciones
intermoleculares fuertes y/o una gran afinidad a residuos de las dianas moleculares estudiadas
para inhibir la accion bioldgica de dichos receptores.

Mediante el uso de técnicas basadas en calculos quimico-computacionales es posible
estudiar y evaluar los mejores sitios de union de los compuestos aza-heterociclos hacia los
receptores por medio de energias de afinidad y realizar un estudio farmacocinético para
proponer estructuras andlogas a medicamentos comerciales o con propiedades promisorias
para el desarrollo de compuestos, que en etapas posteriores sean candidatos a sustancias
activas que ayuden a combatir las enfermedades causadas por los patégenos analizados.
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Figura 1. Ligandos propuestos que son compuestos aza-heterociclos andlogos al inhibidor 2-fenil-5-nitroindol (INF55).
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad inhibitoria de los compuestos tipo aza-heterociclos Ligl y Lig3

al Lig8 analogos al inhibidor Lig2 (Figura 1) contra receptores de Staphylococcus aureus

resistente a la meticilina, de Escherichia coli y de Streptococcus pneumoniae mediante
técnicas de mecanica molecular como el acoplamiento molecular y la dindmica molecular
para determinar el compuesto con mejor inhibicion hacia estos patogenos.

5.2 Objetivos especificos

Determinar por medio de técnicas computacionales de acoplamiento molecular, el
modo de unién y la especificidad del ligando co-cristalizado (donde corresponda) y
de los ligandos Lig3 al Lig8 andlogos al Lig2 contra las macromoléculas 2UWX,
3NAW, SM19y 7LOS.

Ejecutar el acoplamiento molecular de los fAirmacos conocidos como norfloxacina
(Ligl), oxacilina y mupirocina contra la macromolécula 3SNAW y del Ligl contra la
macromolécula 2UWX, 5M19 y 7LOS, como controles de referencia.

Obtener propiedades fisicoquimicas y el analisis ADME (Absorcion, Distribucion,
Metabolismo y Excrecion) de los ligandos Ligl al Lig8.

Realizar el estudio farmacocinético basado en metodologias QSAR de los ligandos
Lig1 al Lig8, el ligando co-cristalizado de 2UWX y la meticilina para la obtencion
del parametro pICso, usando fdrmacos conocidos como referencia.

Llevar a cabo un estudio evolutivo respecto al tiempo basado en la técnica de
Dinamica Molecular de los complejos formados por los mejores modos de union de
los ligandos Lig1 al Lig8 contra las macromoléculas 3SNAW, 2UWX, 5SM19y 7LO8.
Realizar el calculo de propiedades electronicas y de reactividad intrinseca de los
ligandos Lig1 al Lig8.
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6. Metodologia

6.1 Marco tedrico
6.1.1 Acoplamiento Molecular (Molecular Docking)

El acoplamiento molecular es un método bioinformatico, a partir del cual se predice
y calcula de manera computacional y tridimensional la posicion mas favorable para la
interaccion entre un ligando y una diana molecular, donde a partir de dicha interaccion se
busca la actividad biologica de inhibicion o activacion [68]. Fue inicialmente descrito en el
afio de 1982 por Kuntz y colaboradores como herramienta para la busqueda estructural de
ligandos con actividad bioldgica frente a dianas terapéuticas, donde los ligandos pueden ser
diversas moléculas pequefias como hormonas, neurotransmisores, principios activos de
farmacos o incluso compuestos aislados de fuentes naturales; mientras que, los blancos o
dianas terapéuticas son moléculas que pueden ser 4dcidos nucleicos o proteinas [68].

En esta técnica computacional se emplean dos algoritmos a lo largo del calculo,
primero se lleva a cabo un algoritmo de blisqueda para muestrear y predecir diferentes
conformaciones estructurales que puede presentar el ligando dentro del dominio o sitio activo
en la diana y después, un segundo algoritmo con una funcion de puntuacion, donde se predice
la energia de afinidad que presenta el ligando con la diana para cada una de las
conformaciones determinadas en el primer algoritmo [68].

En general, los diversos programas de acoplamiento molecular se comparan por su
capacidad para reproducir la pose de union nativa de un ligando (de preferencia con ligandos
co-cristalizados usados como referencia) a partir de una proteina. Esta capacidad se mide
evaluando la distancia entre la pose predicha y la pose nativa, haciendo una superposicion de
sus estructuras, dicha medicion se conoce como desviacion cuadratica media (RMSD, por
sus siglas en inglés) entre sus respectivos atomos [69].

El acoplamiento molecular se puede clasificar en acoplamiento global/ciego o
dirigido, dependiendo de si la caja de biisqueda se realiza en todo el receptor o si solamente
se realiza en una region determinada, respectivamente. A su vez, el acoplamiento molecular
puede ser de tipo rigido o flexible, donde en el primero, el receptor se considera una estructura
rigida, sin movimiento y en el segundo caso, se considera que algunos aminodcidos del
receptor cuentan con cierta movilidad o rotacion de sus enlaces.

El acoplamiento molecular se realizé utilizando los programas de AutoDock4,
AutoDock Vina y AutoDock FR, cuyas principales diferencias se describen a continuacion.

AutoDock4 es un programa desarrollado por Morris y colaboradores en el
Laboratorio de Graficos Moleculares del Instituto de Investigacion Scripps y esta presente
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desde el ano 1991 [70]. AutoDock4 tiene una variedad de algoritmos de busqueda y su
funcién de puntuacion se basa en un andlisis de regresion lineal, un campo de fuerza de
construccion de modelos asistidos con refinamiento de energia (AMBER) y varios complejos
proteina-ligando con constantes de inhibicion conocidas [70].

Asimismo, AutoDock4 consiste en dos programas principales: autodock y autogrid.
El primero lleva a cabo el acoplamiento molecular del ligando en un conjunto de mapas de
cuadricula que describen la proteina objetivo. Mientras que, el segundo pre-calcula las
cuadriculas anteriores.

El campo de fuerza utilizado por AutoDock4 es de energia libre semiempirico para
evaluar las conformaciones durante las simulaciones de acoplamiento y se parametriza
usando un gran numero de complejos proteina-inhibidor, de los cuales se conoce su estructura
y sus constantes de inhibicion [70]. El campo de fuerza evalia la uniéon comenzando con el
ligando y la proteina no unidos; es decir, primero se estima la energia intramolecular de la
transicion de no estar unidos a la conformacion del ligando y la proteina en el estado unido
y segundo, se evalliia la energia intermolecular de combinar el ligando y la proteina en su
conformacion unida [70].

Por otro lado, AutoDock Vina es un programa desarrollado por Trott y Olson en el
Laboratorio de Graficos Moleculares del Instituto de Investigacion Scripps en La Jolla,
California en 2009. Se considera que AutoDock Vina es una nueva generacion de AutoDock4
y presenta mejoras significativas en la precision promedio de las predicciones del modo
vinculante, es dos 6rdenes de magnitud mas rapida y cuenta con capacidad multinucleo [71].
Tiene un nuevo algoritmo de busqueda y una funcién de puntuacion hibrida, inspirada en X-
score, que combina una funciéon de puntuacion empirica y una funcion basada en el
conocimiento [72]. Adicionalmente, AutoDock Vina realiza los célculos de los mapas de
cuadricula de manera interna para los tipos de atomos que se requieran, sin la necesidad de
seleccionar los tipos de 4&tomos presentes [73].

El enfoque de optimizacion global que usa AutoDock Vina es el optimizador Iterated
Local Search, que realiza una sucesion de pasos consistentes en una mutacion y una
optimizacién local [72]. En esta implementacién, se utiliza el método Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shanno (BFGS) para la optimizacion local, método cuasi-Newton eficiente, el cual
usa el valor de la funcion de puntuacion y su gradiente, es decir, las derivadas de la funcion
de puntuacién con respecto a sus argumentos; siendo los argumentos: la posicion y
orientacion del ligando, los valores de las torsiones para los enlaces giratorios activos en el
ligando y los residuos flexibles [72].

Por su parte, AutoDock FR es otro programa que permite realizar acoplamientos
moleculares de ligandos frente a receptores. Fue desarrollado en el Laboratorio de Sanner en
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el Instituto de Investigacion Scripps y utiliza la misma funcién de puntuacion que
AutoDock4; sin embargo, cuenta con su propio algoritmo genético que puede evolucionar y
optimizar multiples soluciones juntamente [74]. Este programa ofrece la posibilidad de
manejar una gran cantidad de enlaces giratorios y finalizar las busquedas en las
convergencias [74]. El programa de AutoDock FR es compatible con los modos de
acoplamiento efectuados por AutoDock4 y AutoDock Vina; no obstante, AutoDock FR se
disefi6 especialmente para ejecutar acoplamientos moleculares que incluyan flexibilidad en
receptores selectivos.

Una de las principales areas de oportunidad del acoplamiento molecular,
independientemente del programa, son las funciones de puntuacion, debido a que varios
factores como son los las interacciones electrostaticas de largo alcance, la desolvatacion tras
la unidn y las contribuciones entropicas no se encuentran bien definidas en dichas funciones
de puntuacion [68]. Por este motivo, en este proyecto se considera analizar el
comportamiento o evolucion a través del tiempo de los sistemas que presenten mejores
acoplamientos mediante la técnica de Dindmica Molecular.

6.1.2 Dinamica Molecular (Molecular Dynamics)

La dindmica molecular se puede definir como la técnica de simulacion por
computadora que permite predecir como se movera cada atomo de una proteina u otro sistema
molecular con el tiempo basandose en un modelo general de la fisica que rige las
interacciones interatomicas [75]. La dinamica molecular se basa en la Mecanica Molecular
que se rige por las Leyes de la Fisica Clésica [76]. Para la realizacion de la simulacion de
dindmica molecular se deben conocer las posiciones de todos los 4&tomos en un sistema
biomolecular y se calcula la fuerza ejercida sobre cada 4&tomo por todos los demas dtomos
utilizando las leyes del movimiento de Newton para predecir la posicion espacial de cada
atomo en funcidn del tiempo [77]; conforme se avanza en el tiempo, se calcula repetidamente
las fuerzas sobre cada 4tomo y luego se usan dichas fuerzas para actualizar la posicion y
velocidad de cada 4tomo, lo cual se realiza de manera consecutiva hasta llegar al tiempo
establecido y obtener la trayectoria resultante, donde dicha trayectoria es una pelicula
tridimensional que describe la configuracion en cada punto del sistema a nivel atdmico
durante el intervalo de tiempo simulado [76, 77].

Para llevar a cabo las simulaciones se requieren calcular las fuerzas que se determinan
por modelos matematicos conocidos como campos de fuerza, los cuales consideran las
interacciones intramoleculares (enlace, angulo de enlace y dangulo de torsién) e
intermoleculares (fuerzas de van der Waals y electrostaticas) [76]. Por ejemplo, un campo de
fuerza tipico incorpora términos que capturan interacciones electrostaticas (couldmbicas)
entre atomos, términos tipo resorte que modelan la longitud preferida de cada enlace
covalente y términos que capturan otros tipos de interacciones interatdmicas [76]. Existen
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diversos campos de fuerza desarrollados para diferentes usos; sin embargo, todos ellos se
consideran inherentemente aproximados. Asimismo, existen una gran cantidad de programas
computacionales de uso académico y comercial que permiten realizar simulaciones de
dindmica molecular; para este trabajo, se realizaron las simulaciones con el programa NAMD
y se corroboraron mediante el uso del programa Amber.

6.1.3 Calculos de energias libres de union

Existen diferentes métodos para determinar la energia libre de union que expresa en
términos cuantitativos la fuerza de unién entre un ligando y receptor. Los métodos mas
utilizados y eficientes, pero poco precisos son las funciones de puntuacion del acoplamiento
molecular [78]. También existen otros métodos con mayor precision conocidos como
métodos de perturbacion alquimica que se derivan de la mecénica estadistica, requieren de
muestreos y necesitan una gran capacidad de computo [78]. Adicionalmente, existe otro tipo
de métodos llamados métodos de punto final, que requieren de muestreos y se basan en los
estados finales, por lo que resultan menos costosos computacionalmente que los métodos de
perturbacion alquimica pero mas precisos que las funciones de puntuacion [78].

Los métodos de punto final mas utilizados son MMPBSA (Mecanica Molecular y
Area de Superficie Poisson Boltzmann) desarrollado por Kollman y colaboradores a finales
de los afios 90 y MMGBSA (Mecanica Molecular y Area de Superficie Generalizada de
Born), en ambos métodos la energia libre se estima como la resta de la energia libre del
complejo menos la energia libre del receptor y del ligando por separado [78]. Asimismo, la
energia libre de un estado se determina por medio de la ecuacion 1:

G = Eintramolecular + Eelectrostética + Evan der Waals + Gpolar + Gno polar — TS (EC- 1)

Donde la energia intramolecular se calcula con la suma de las energias de la mecéanica
molecular estdndar que considera las interacciones enlazadas formadas por enlace, angulo de
enlace y angulo diedro; para la energia debida a las interacciones electrostaticas (calculada
con la Ley de Coulomb) y las fuerzas de van der Waals se utiliza la mecdnica molecular; la
Gpolar Y Gho polar, SON las contribuciones polares y no polares a la energia libre de solvatacion,
respectivamente y la temperatura absoluta (7) multiplicada por la entropia (S) se estima por
analisis de las frecuencias vibratorias en modo normal [78]. Precisamente, el término de
contribucion polar a la energia libre de solvatacion es aquel que indica las interacciones
electrostaticas entre el soluto y el solvente y se determina con el método de Poisson
Boltzmann, o bien, con el método Generalizado de Born. Por otro lado, el término no polar
se estima a partir de la relacion lineal con el area de superficie accesible al solvente (SASA)
[78]. En la literatura, se sugiere que el ultimo término de la ecuacidon (temperatura
multiplicada por entropia) puede omitirse debido a que en varias pruebas no mejoran los
resultados. En diversos estudios, se han comparado los métodos MMGBSA y MMPBSA y
se han encontrado que se obtienen resultados mejores, peores o de calidad similar
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dependiendo del sistema analizado [78]. Por tal motivo, el calculo de la energia libre de unién
se realizé por medio de los métodos MMPBSA y/o MMGBSA.

6.1.4 Analisis QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships)

El indice de potencialidad, pICso, se define como el logaritmo negativo del 1Cso
(concentracion inhibitoria media méaxima), que a su vez representa la cantidad necesaria de
una sustancia inhibidora para poder interferir en un 50% con un proceso bioldgico o un
componente bioldgico in vitro [79]. El pICso es un valor importante debido a que permite
determinar la potencia de un farmaco en particular, frente a una variedad de dianas bioldgicas
asociadas a la patogénesis de multiples enfermedades y permite comparar diversos valores
con un mejor enfoque y de una forma mas entendible que el ICso, eliminando la posibilidad
de errores en la representacion y reproducibilidad de los datos [80].

Con el fin de predecir los valores de pICso de las estructuras de los ligandos aza-
heterociclos Ligl a Lig8, se utilizo la metodologia de Relacion Cuantitativa de Estructura-
Actividad (QSAR, por sus siglas en inglés), la cual relaciona de manera numérica estructuras
quimicas con sus actividades bioldgicas. La metodologia QSAR se encarga de reunir un
conjunto de técnicas computacionales relacionadas con disefio y visualizacion espacial
virtual de moléculas, célculos de propiedades fisicoquimicas moleculares conocidos como
descriptores, bioinformatica y estadistica, para realizar una prediccion teorica de la actividad
bioldgica que permita disenar teéricamente posibles futuros farmacos, evitando pasar por el
proceso de prueba y error de sintesis organica [81].

Para poder hacer el analisis QSAR se requiere tener informacion acerca de la
estructura molecular de los compuestos (ligandos) a estudiar, datos de actividad biologica de
cada uno de los ligandos y propiedades fisicoquimicas de los ligandos calculadas por medios
computacionales a partir de la estructura molecular, lo cual se conoce como descriptores
numeéricos [81]. Existen diversos programas para realizar el analisis QSAR, siendo uno de
ellos el programa EasyQSAR, que se utiliz6 en este trabajo.

6.1.5 Analisis de propiedades fisicoquimicas y analisis ADME

En el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos es importante determinar la
actividad y el trayecto de los mismos dentro el cuerpo humano para asegurar su alta seguridad
y baja toxicidad. En el andlisis de Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion
(ADME) o ADMET, dependiendo si se considera la Toxicidad, se evaluan diversas
propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de las estructuras quimicas de las sustancias.
Existen diversos programas para realizar un analisis ADME como pkCSM o SwissADME,
por mencionar algunos. En este trabajo se utilizo la segunda base de datos que contiene la
siguiente informacion.
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Dentro del analisis ADME se tiene la absorcion, la cual se refiere a la forma en la que
el compuesto quimico entra al cuerpo, es decir, el movimiento desde la via de administracién
del mismo hasta su llegada al torrente sanguineo; la distribucion que indica como se va
moviendo el farmaco a través de los tejidos por medio del torrente sanguineo o de célula a
célula; el metabolismo, el cual se refiere a la biotransformacion del compuesto quimico por
determinados organos o tejidos del sistema para que pueda ser excretado posteriormente y la
excrecion que consiste en eliminar el compuesto ya metabolizado del cuerpo [82, 83]. Es
importante cuidar los compuestos bioquimicos que se forman en el metabolismo quimico
debido a que pueden resultar toxicos para el ser humano [83].

Como primer punto, las propiedades fisicoquimicas de la molécula que se evaltian
son: la féormula quimica, el peso molecular, el nimero de enlaces rotables, el numero de
aceptores de puentes de H, el nimero de donantes de puentes de H, la refractividad molar
(medida del volumen ocupado por un dtomo o grupo de atomos que depende de la
temperatura, el indice de refraccion y la presion), cuyos valores ideales varian entre 40 y 130
y la superficie polar topoldgica (suma de las superficies de todos los 4&tomos o moléculas
polares), siendo éste ultimo importante para la absorcion y el acceso cerebral y teniendo un
valor ideal de igual o menos de 140 A2 [84-87].

Enseguida, se presenta la lipofilicidad, la cual es una propiedad que indica la
capacidad que tiene un soluto para disolverse en un solvente organico (apolar) [84]. Es
importante en los procesos de transporte, incluida la absorcion intestinal, la permeabilidad
de la membrana, la unién de proteinas y la distribucion a diferentes tejidos y 6rganos, incluido
el cerebro [88]. En especifico, se muestra el coeficiente de particion o LogP, el cual
representa el equilibrio de particiéon de un soluto no ionizado en medio de agua y un
disolvente orgénico inmiscible (rn-octanol) y cuanto mayores sean los valores de LogP, mayor
serd la lipofilicidad [84]. El LogP se puede calcular por 5 métodos distintos desarrollados por
diversos autores, siendo uno de ellos el MLOGP, el cual es un arquetipo de método
topologico que se basa en la relacion lineal de trece descriptores moleculares [87]. De
acuerdo con la literatura, un firmaco oral debe tener un valor de LogP menor de cinco, siendo
el valor ideal entre 1.35 a 1.8 para lograr tener una buena absorcion oral o intestinal; existen
otros casos donde el valor ideal es alrededor de dos para cuando el farmaco se dirige al
Sistema Nervioso Central y se desea atravesar la barrera hematoencefalica o mayor a cinco
en el caso de los fArmacos sublinguales [89].

Luego, se indica la solubilidad en agua, que es una medida de la cantidad de la
sustancia quimica que se puede disolver en agua a una temperatura y presion especifica,
siendo una propiedad importante que influye en la absorcion del compuesto quimico;
especialmente, se considera que los fArmacos por administracion oral y via intravenosa deben
ser solubles en agua [84, 90]. En general, se muestran los valores del logaritmo decimal de
la solubilidad molar en agua (Log S), la solubilidad en mol/l y mg/ml junto con clases de

32



solubilidad cualitativas, para diferentes métodos empleados. La clase de solubilidad es de
acuerdo con el valor de Log S, donde insoluble < —10 < pobremente soluble < —6 <
moderadamente soluble < —4 < soluble < -2 < muy soluble < 0 < altamente soluble [84, 87].

Después, se presenta la seccion de farmacocinética, que se encarga de estudiar como
el cuerpo interactia con las sustancias administradas durante toda la exposicion [91]. Para
esta seccion se muestran el grado de absorcion por el tracto gastrointestinal, siendo el
intestino el sitio principal para la absorcion de un fdrmaco; la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica, que dependiendo de las necesidades del compuesto quimico, es un
pardmetro importante para reducir efectos secundarios y toxicidad; y si la molécula es
sustrato de la glicoproteina P, la cual es clave para evaluar el flujo activo a través de las
membranas bioldgicas y se encuentra en el epitelio intestinal que bombea el xenobidtico de
nuevo a la luz intestinal y de las células endoteliales capilares del cerebro de nuevo a los
capilares, con el fin de proteger el Sistema Nervioso Central de los xenobioticos [82, 84, 87].
Cuando la molécula es sustrato de la glicoproteina P, es por tanto una sustancia utilizada en
varias actividades de absorcion de fArmacos, excrecion de farmacos y demds que conduzcan
a cambios importantes en el cuerpo o cambios en los efectos de otros farmacos en el cuerpo
[92]. También se presenta si la molécula es inhibidor o no de las isoenzimas del citocromo
p450 (CYP), que biotransforman mas del 50-90% de las moléculas terapéuticas de sus cinco
isoformas principales (CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6), en caso de que
la molécula sea inhibidora, se interpreta como bloqueadores de la actividad metabdlica de
uno o mas enzimas, lo cual podria tener efectos positivos o negativos dependiendo de los
metabolitos producidos [93] y el logaritmo del coeficiente de permeabilidad de la piel (Kp),
que cuanto mas negativo, la molécula serd menos permeable a la piel; se considera que los
valores menores a —2.5 son de baja permeabilidad [82, 84]. La permeabilidad en la piel es
importante, especialmente en el desarrollo de sustancias activas transdermales [84].

En la semejanza a farmacos, se indica la probabilidad de que la molécula pueda
convertirse en un fairmaco dependiendo de su biodisponibilidad [94]. Se presentan diversas
reglas como: Lipinski, Ghose, Veber, Egan y Muegge, asi como la biodisponibilidad de
Abbott; se coloca la regla de Lipinski debido a que es una de las mas utilizadas y se basa en
perfiles de propiedades fisicoquimicas que son: Peso molecular (MW) inferior a 500,
MLOGP <4.15,Nu O <10, NH u OH <5, para aprobarlo, se deben cumplir minimo con 3
[84, 87]. Con relacion a la puntuacion de biodisponibilidad de Abbott, ésta predice la
biodisponibilidad oral en ratas que se busca sea al menos mayor al 10%; dicha
biodisponibilidad mide el grado y la velocidad con la que la molécula accedera a la
circulacion y podra llegar al lugar donde actuard [87, 94].

Finalmente, en la seccién de quimica medicinal, se presentan herramientas que
auxilian a los quimicos medicinales para el desarrollo de los farmacos; siendo una de ellas
PAINS (Compuestos de interferencia de Ensayo Pan o bateadores frecuentes o compuestos
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promiscuos) que son moléculas que muestran una respuesta potente y que suelen presentar
falsos positivos, por lo cual se manda una advertencia si se tienen restos en la molécula
estudiada [84, 87].

6.1.6 Determinacion de la reactividad global y local intrinseca de los ligandos aza-
heterociclos estudiados

El estudio de la reactividad quimica de una molécula implica determinar el modo de
accion de una molécula frente al ataque de diversos reactivos. Se considera a la molécula en
un estado aislado para observar su reactividad independientemente de los compuestos que se
encuentren cerca de ella [40].

La Teoria de los Funcionales de la Densidad permite determinar la reactividad
quimica de una molécula y calcular algunas propiedades o descriptores de reactividad global
como el potencial de ionizacion, el cual es la cantidad de energia minima requerida para
poder arrancarle un electron a un atomo neutro en su estado fundamental y en fase gaseosa;
la afinidad electrdnica, la cual es la cantidad de energia liberada por un 4tomo aislado en fase
gaseosa con el objeto de adicionarle un electron, es decir, formar un anidn; el potencial
quimico, que es una medida de la tendencia de escape que tienen los electrones dentro de un
sistema, conociendo que los electrones fluyen desde las regiones con mayor potencial
quimico hacia las regiones con menor potencial hasta que éste sea constante; la
electronegatividad, que es el equivalente al negativo del potencial quimico y se considera
una medida de la fuerza de atraccion que ejerce cada dtomo sobre los electrones compartidos;
la dureza, es la propiedad que mide la resistencia impuesta por el sistema molecular al cambio
en su distribucidn electronica; la blandura, es el opuesto a la dureza, siendo una propiedad
que determina que la molécula cuenta con una mayor reactividad quimica y por tanto
reaccionara mas facilmente que una molécula dura; el indice de electrofilicidad que es una
medida de la estabilizacion energética que tiene una molécula cuando gana una determinada
cantidad de densidad electronica, siendo una medida de lo electrofilica que es una especie; y
el potencial electrostatico que se define para una molécula como la energia de interaccion
entre la distribucion de carga dentro de ella y una carga unitaria positiva, como puede ser un
proton [40, 43, 44, 95-99].

Por otro lado, dentro de los descriptores de reactividad local, se encuentran las
funciones de Parr, las cuales son descriptores que permiten caracterizar los centros
electrofilicos y nucleofilicos mas importantes que impulsan los pasos de formacion de
enlaces entre especies en las reacciones quimicas [41]. La funcién de P*(r) se asocia a la
propension local de un electréfilo frente a un ataque nucleofilico y la funcién P(r) se asocia
o identifica la respuesta local de un nucledfilo frente a un electrofilo [41].
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6.2 Preparacion computacional de Sistemas Bioquimicos
6.2.1 Acoplamiento molecular
6.2.1.1 Preparacion de ligandos

Para la preparacion y obtencion de los ligandos aza-heterociclos estudiados (Figura
1), los ligandos Ligl, Lig2, Lig4 y Lig5 se obtuvieron de la base de datos PubChem [100]
en formato sdf, se adicionaron los hidrogenos en el programa Discovery Studio [101] y se
procesaron las estructuras en AutoDockTools [102]. Por su parte, los ligandos restantes,
Lig3, Lig6, Lig7 y Lig8 se construyeron en el programa Spartan20 [103], debido a que no
se encuentran en la base de datos PubChem y se realizé el mismo procedimiento auxilidndose
de Discovery Studio y AutoDockTools.

La preparacion del receptor y el tipo de acoplamiento molecular realizado para cada
proteina fue diferente dependiendo de las necesidades.

6.2.1.2 Preparacion de receptores y de los acoplamientos moleculares

6.2.1.2.1 Receptor SNAW
La estructura cristalina de la proteina efectora NleL del E. coli O157:H7 (con PDB

ID: 3NAW vy resolucion de 2.5 A) se obtuvo de la base de datos RCSB PDB [104] (Protein
Data Bank). A partir del programa Chimera [105], se prepard la estructura del receptor,
aislando la estructura de la cadena A y eliminando la cadena B y los residuos GOL (glicerol),
MES (4cido 2-(N-morfolino)-etanosulféonico), HOH (agua) y SO4 (iones sulfato) y con
AutoDockTools se afiadieron los hidrégenos polares, se calcularon las cargas de Kollman y
se determinaron las hibridaciones de los atomos de carbono para el receptor. Asimismo, las
estructuras de los ligandos norfloxacina, oxacilina y mupirocina se obtuvieron de la base de
datos PubChem y se optimizaron con un pH de 7.4 y un campo de fuerza MMFF94 en el
programa Avogadro [106]. Posterior a ello se realiz6 el acoplamiento molecular ciego rigido
en AutoDock4 [102] considerando 500 poses, un tamafio de poblacion de 1500 y un tamafio
de cubo de 126 x 126 x 126 A3y con un tamafio de espaciado del grid de 0.497 A. El
algoritmo genético que se utilizé fue el algoritmo genético Lamarckiano.

Después, considerando los resultados anteriores, se realizd un acoplamiento rigido
dirigido y flexible dirigido empleando el software AutoDock Vina [72, 107], inicamente
para los farmacos de referencia (norfloxacina, oxacilina y mupirocina) estimando 5 poses
con exhaustividad de 100 y un rango de energia de 3, con un espaciado de 0.375 A y un
tamafio de cubo de 70 x 70 x 70 A3. Los aminod4cidos seleccionados para el acoplamiento
flexible fueron Lys601, GIn605, Leu775, Tyr776, Val779 y Arg782 para la norfloxacina;
Lys601, Val608, Leu629, Leu775, Tyr776 y Val779 para la oxacilina; y Lys601, Ser604,
Phe607, Ser609, Leu629, Tyr776 y Arg782 para la mupirocina.
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Adicionalmente, se efectu6 un calculo de acoplamiento molecular usando AutoDock
FR [108]. Para preparar la cadena A del receptor, en AutoDockTools, se eliminaron los
residuos mencionados anteriormente y la cadena B, se agregaron todos los hidrogenos, se
fusionaron los no polares y se afadieron las cargas de Kollman. Con el programa de
AGFRGUI (version grafica del AGFR) se observaron todos los sitios de inhibicion
detectados a lo largo de la macromolécula, siendo un total de 18, donde para cada sitio de
inhibicion se seleccionaron en promedio 5 aminoécidos representativos con un padding de
4.000 A y se realizaron los calculos de acoplamiento molecular para cada uno de los ligandos
aza-heterociclos estudiados en cada uno de los sitios de union, considerando un acoplamiento
molecular flexible y un nimero de semilla de 1, para que al especificar la semilla usada por
el generador de nimeros aleatorios permita reproducir un célculo de acoplamiento para una
version dada del cédigo [74].

6.2.1.2.2 Receptor 2UWX
Para la PBP1b (PDB ID: 2UWX con resolucion de 2.39 A), puesto que el ligando co-

cristalizado se encontraba covalentemente unido en el sitio de inhibicidn, se explord la
posibilidad de considerar la naturaleza del residuo 460 como alanina o serina.
Posteriormente, se prepard el receptor en Chimera y en AutoDockTools eliminando los
residuos de SO4 (iones sulfato), Cl (iones cloro), HOH (agua) y EDO (1,2-etanodiol),
agregando los hidrégenos polares, anadiendo las cargas de Kollman e indicando las
hibridaciones de los 4tomos de carbono. El ligando co-cristalizado, con nombre quimico
(2R)-2-[(1R)-2-carboxi-1-(2-tiofen-2-iletanoilamino)etil]-5-[(E)-2-(2,4-dinitrofenil))etenil |-
3,6-dihidro-2H-1,3-tiazina-4-carboxilato, se utiliz6 como referencia (Lig9, presentado en
Figura 2) y se prepar6 en Chimera, para adicionarle los hidrégenos y en AutoDockTools para
almacenar la informacion de sus enlaces rotables. A continuacion, considerando los
aminodcidos del receptor 2UWX que interactuan con la macromolécula de acuerdo a lo que
se observo con el programa Discovery Studio y lo revisado en la bibliografia, se realizé un
acoplamiento rigido dirigido y flexible dirigido en AutoDock Vina, estimando 5 poses con
exhaustividad de 100 y un rango de energia de 3, con un espaciado de 0.375 A y un tamafio
de cubo de 70 x 70 x 70 A3. Los amino4cidos seleccionados para el acoplamiento flexible
fueron Tyr498, Asn518, Lys651, Thr652 y Thr654.

Para realizar el célculo del acoplamiento molecular flexible con cada uno de los ocho
ligandos usando el programa AutoDock FR, para el receptor se eliminaron los residuos, se
agregaron todos los hidrogenos, se fusionaron los no polares y se afiadieron las cargas de
Kollman. Para el Lig9 se afiadieron los hidrogenos con ayuda del programa Discovery
Studio. El receptor y el Lig9 se post-procesaron en AutoDockTools. Primero se utilizo
AutoDock GR para guardar el Lig9 como referencia junto con el receptor seleccionando los
aminoacidos correspondientes (Thr461, Thr462, Lys463, Asn518, Lys651, Thr652 y Thr654)
dentro del grid con un padding de 8.000 A. Posteriormente, se realizo el acoplamiento
molecular flexible dirigido, para calcular las conformaciones y sus energias de union de cada
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uno de los ligandos en el sitio activo de acuerdo con el Lig9, considerando un numero de
semilla de 1.

Posteriormente, se realizo el calculo de la RMSD para comparar la pose nativa con la

mejor pose predicha en los resultados de cada acoplamiento y verificar la confiabilidad de
los datos auxilidndose del programa Discovery Studio.

NH

O,N

Lig9
Figura 2. Estructura del ligando co-cristalizado con receptor PBP1b (Lig9).

6.2.1.2.3 Receptor 5M19
Para la PBP2a (PDB ID: 5M19 con resolucion de 2.0 A), debido a que no presentaba

un ligando co-cristalizado, se decidi6 usar de referencia a la PBP2a con PDB ID: IMWU y
resolucion de 2.60 A, que tiene como ligando co-cristalizado, el 4cido (2R,4S)-2-[(1R)-1-
{[(2,6-dimetoxifenil)carbonil Jamino }-2-oxoetil]-5,5-dimetil-1,3-tiazolidina-4-carboxilico

(compuesto con la estructura de la meticilina con el anillo betalactamico abierto, Lig10).
Enseguida, para determinar los aminoécidos faltantes, se utilizé el sitio web FASTA [109]
para encontrar un analogo a la proteina original 5M19, obteniendo la proteina P07944 con
un 96% de coincidencia. Debido a que la proteina IMWU se tomd de referencia, se
eliminaron sus residuos de CD (iones cadmio), Cl (iones cloro), HOH (agua) y la cadena B,
dejando el Ligl0 y la cadena A en el archivo con ayuda del programa Chimera. Asimismo,
se prepar6 el Ligl0 por separado auxilidndose de Chimera para adicionarle los hidrégenos
polares y en Pymol [110] se alinearon la proteina P07944 y la proteina guardada en Chimera
con el Lig10, para tener la nueva cadena con los aminoacidos faltantes junto con el Lig10.

Para realizar los acoplamientos dirigido rigido y dirigido flexible en AutoDock Vina,
se prepard el receptor en AutoDockTools, agregando los hidrogenos polares, afiadiendo las
cargas de Kollman e indicando las hibridaciones de los 4tomos de carbono. Después,
auxiliandose también de AutoDockTools se almacend la informacion de los enlaces rotables
del Lig10. A continuacion, considerando los aminoacidos del Ligl0 que interactiian con el
receptor de acuerdo a lo que se observo con el programa Discovery Studio y lo revisado en
la bibliografia, se realizaron los acoplamientos estimando 5 poses con exhaustividad de 100
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y un rango de energia de 3, con un espaciado de 0.375 A y un tamafio de cubo de 70 x 70 x
70 A3. Los aminoacidos seleccionados fueron Tyr446, Serd462, Asn464, GIn521, Ser598 y
Thr600.

También se realizé el acoplamiento molecular flexible con cada uno de los ocho
ligandos usando el programa AutoDock FR; por lo que primero se prepar6 el receptor
agregando todos los hidrogenos, fusionando los no polares y afadiendo las cargas de
Kollman usando AutoDockTools. Para el Ligl0, se anadieron los hidrogenos con ayuda de
los programas Discovery Studio y AutoDockTools. Después, se utilizé6 AutoDock GR para
guardar el Ligl0 como referencia junto con el receptor seleccionando los aminoacidos
correspondientes (Ser403, Lys406, Ser462, Asn464 y Ser598) dentro del grid con un padding
de 4.000 A. Posterior a la preparacion de los ligandos, el receptor y el Ligl0, se utilizo
AutoDock FR para calcular las conformaciones y sus energias de uniéon de cada uno de los
ligandos en el sitio activo, considerando un niimero de semilla de 1.

o
~0

OH
Lig10
Figura 3. Estructura del ligando co-cristalizado con receptor PBP2a (Ligl0).

6.2.1.2.4 Receptor 7LO8
Para la proteina de resistencia a quinolonas NorA o también conocida como bomba

de eflujo NorA (con PDB ID: 7LO8 y una resolucién de 3.16 A); en Chimera, se prepar6 la
estructura del receptor aislando la proteina de resistencia a las quinolonas NorA y eliminando
las cadenas ligera y pesada de Fab36. El receptor se prepar6d afiadiendo los hidrégenos
polares, calculando las cargas de Kollman y determinando las hibridaciones de los 4&tomos
de carbono con el programa de AutoDockTools. Posterior a ello, se realizé el acoplamiento
molecular ciego rigido en AutoDock4 considerando 500 poses, un tamafio de poblacion de
1500, un tamafio de cubo de 126 x 126 x 126 A3 y un tamafio de espaciado del grid de 0.481
A. El algoritmo genético que se utilizé fue el algoritmo genético Lamarckiano.

A partir de todas las conformaciones calculadas en el acoplamiento molecular ciego,
se observo una gran cantidad de las mismas dentro del canal que compone a la proteina, por
lo cual se aplico el método de Molecular Footprint de Dock 6 [111] s6lo a aquellos
conformeros dentro del canal con el fin de determinar el mejor. Para ello, se guardaron dichas
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conformaciones y el receptor por separado en AutoDockTools en formato pdb y con Chimera
se guardaron en formato mol2 adicionando las cargas atdmicas con AM1-BCC y el campo
de fuerza Amber ff14SB.

Enseguida se prepard el archivo de entrada de footprint leyendo el archivo donde
estan guardadas las conformaciones seleccionadas del ligando, es decir, aquellas dentro del
canal y se consideraron las conformaciones rigidas para que puedan compararse entre ellas y
con el fin de que no se muevan. Asimismo, se indicé que se puntiien todos los ligandos
estudiados y que no cambien su orientacion y se activo la primera funcion de puntuacion de
footprint, usando como referencia al archivo mol2 que contiene las conformaciones
analizadas, la distancia euclidiana como métrica para comparar las diferentes
conformaciones de footprint y todos los residuos para calcular la funcion con footprint.
Dentro del archivo de entrada, también se leyeron las coordenadas del receptor guardadas en
el archivo mol2 y se describieron los exponentes atractivo y repulsivo vdw del potencial de
Lennard-Jones de 6 y 12, respectivamente, que el interruptor dieléctrico dependiera de la
distancia y que la constante dieléctrica para el término electrostatico fuera de 4.0, con el fin
de generar el archivo de salida out que contiene el calculo de la funciéon de puntuacion
footprint para todos los conféormeros estudiados.

Finalmente, se revisaron los conférmeros en Chimera acomodandolos en orden de las
contribuciones a la energia electrostatica mas las fuerzas de van der Waals y seleccionando
la conformaciéon con mayor fuerza de interaccion, es decir, la més negativa que estuviera
dentro del canal y que se presente exactamente en medio de la proteina y aquella que estuviera
con una cierta cercania a la region donde se encontraba interactuando el Fab36.

Una vez obtenidos los resultados de los acoplamientos moleculares llevados a cabo
en AutoDock4, AutoDock Vina y AutoDock FR para los 4 receptores 2QUWX, 3NAW, SM19
y 7LOS8) se seleccionaron aquellas conformaciones que tuvieran una orientacion similar a la
orientacion del ligando de referencia (en aquellos receptores que se tenia un ligando co-
cristalizado para usar como referencia) y presentaran una buena energia de afinidad de
acuerdo con los resultados analizados, con el fin de determinar sus mapas de interacciones
con ayuda de Discovery Studio.

6.2.2 Dinamica molecular

Se utilizo la técnica de dindmica molecular con el fin de determinar la estabilidad y
el comportamiento de los complejos formados por los mejores modos de unidon de los
ligandos contra las macromoléculas estudiadas con respecto al tiempo en condiciones
fisiologicas. Las simulaciones de dindmica molecular se realizaron en el programa NAMD
3.0 [112] y se corroboraron con Amber20 [113].
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6.2.2.1 Dinamica molecular con el software NAMD 3.0

La conformacion inicial del ligando en las simulaciones de dindmica molecular se
selecciono a partir de la mejor pose predicha para cada ligando en el acoplamiento molecular
realizado en AutoDock FR para el sitio de inhibicion 1 en la proteina 3NAW, para los sitios
activos en los receptores 2UWX y 5SM19 y para la region cercana a los aminoacidos de interés
en la proteina 7LO8. El procedimiento que se siguid consistidé en parametrizar el ligando,
después parametrizar la proteina, formar el complejo (proteina-ligando), solvatar y ionizar el
complejo, siendo el mismo procedimiento para todos los receptores.

Para la parametrizacion del ligando, se le adicionaron los hidrogenos para un pH de
7.4 usando el programa Avogadro. Después, se utilizd el médulo de “Ligand Reader &
Modeler” del servidor de CHARMM-GUI [114, 115] con el objetivo de generar los archivos
de topologia y parametros para el ligando. Con el programa Chimera, se prepar6 el complejo
formado por el ligando parametrizado junto con el receptor para continuar con la
parametrizacion. En el modulo de “Solution Builder” de CHARMM-GUI, se mantuvo el
complejo con pH de 7.4, se construy6 una celda rectangular de tamafio 138 x 138 x 138 A3
para ANAW, 108 x 108 x 108 A3 para 2UWX, 126 x 126 x 126 A®para 5SM19 y 82 x 82 x
82 A3 para 7LO8, se solvato con un modelo de agua TIP3P [116] y se neutraliz6 adicionando
iones de NaCl en una concentracion de 0.15 M usando el método de Monte Carlo para colocar
dichos iones. El campo de fuerza empleado para las simulaciones fue CHARMM36m [117]
y las interacciones electrostaticas de largo alcance se modelaron con el método de Particle
Mesh Ewald (PME) [118] y un corte de 12 A para interacciones no vinculadas.

Las simulaciones de dindmica molecular se llevaron a cabo en cuatro etapas: primero
se realiz6 la minimizacidn de la energia con un algoritmo de gradiente conjugado [119] para
100,000 pasos de iteracion con un tiempo de paso de 1.0 fs. Después, se llevo a cabo un
ensamble NVT realizando un calentamiento de 0 a 310 K en intervalos de 1 K por un periodo
de 500 ps y luego manteniendo la temperatura de 310 K por otro periodo de 500 ps con ayuda
del termostato de Langevin. Enseguida, se realizé el equilibrio por medio de un ensamble
NPT con las condiciones de 1 atm y 310 K durante un periodo de 2.5 ns con un tiempo de
paso de 1 fs usando los modelos de termostato de Langevin y de barostato el piston de Nosé-
Hoover Langevin [120, 121]. Finalmente, se llevo a cabo la produccién con ensamble NPT
por un periodo de tiempo de 50 ns con un tiempo de paso de 2 fs.

A partir de las simulaciones de dindmica molecular se determinaron los valores de la
desviacion cuadratica media (RMSD) de la proteina backbone y del ligando alineado respecto
a la proteina y respecto a si mismo y las interacciones por puentes de hidrogeno presentadas
entre determinados aminoécidos del receptor y el ligando considerando la distancia maxima
donador-aceptor de 3.2 A (distancia que engloba puentes de hidrogeno de fuerza media y
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alta) y un angulo de corte de 50°, lo anterior con la interfaz grafica del programa VMD [122]
en el tiempo de 50 ns.

A posteriori, se calcularon 100 ns de produccion para los ligandos que se observaron
presentaban buena estabilidad y buena evolucion de su comportamiento durante la
trayectoria; lo anterior, con el fin de determinar las energias libres de unién presentadas en
los complejos, empleando el método MMGBSA con la herramienta gmx MMPBSA [123]
para los ultimos 50 ns de la etapa de produccion de la simulacion de dindmica molecular,
explorando un promedio de 500 instantaneas.

6.2.2.2 Dinamica molecular con el software Amber2()

Con el objetivo de corroborar los resultados anteriores, se llevo a cabo la dinamica
molecular con ayuda del programa Amber20, partiendo de los mismos sitios para los
receptores 2UWX y 5M19; mientras que, para el receptor 7LO8 se realizaron las
simulaciones de dindmica molecular partiendo del sitio cercano a los aminodcidos de interés
y partiendo de la region media del canal.

Primero se prepar6 el receptor con la herramienta PDB2PQR [124] que forma parte
de la suite de APBS (Adaptive Poisson—Boltzmann Solver), reconstruyendo los dtomos
faltantes, adicionando los hidrogenos necesarios, asignando las cargas atomicas y sus radios
con campos de fuerza especificos y generando el archivo PQR correspondiente considerando
un pH de 7.0 con el método empirico propka [125] (programa de FORTRAN). Después se
utilizo la herramienta de Antechamber [126] en Amber20 para parametrizar el ligando
haciendo uso del modelo de cargas semiempirico con correccion de carga de enlaces (AM1-
BCC) para calcular las cargas parciales del ligando y luego se optimizaron los ligandos en el
nivel B3LYP SCF/6-311++G** con Gaussian 16 con el fin de derivar el potencial
electrostatico y asignar las cargas parciales ESP (Potencial electrostatico) y RESP (Potencial
electrostatico restringido por sus siglas en inglés) [127] a los ligandos anteriores. Enseguida,
se utilizo la herramienta parmchk para adicionar los parametros faltantes para el ligando.

A continuacion, se utilizd la herramienta LEaP de AmberTools para realizar la
solvatacion y la ionizacion y escribir los archivos de topologia y coordenadas necesarios para
comenzar la simulacion; lo anterior se logré definiendo la fuente de los archivos de campo
de fuerza ff14SB [128] para la proteina, el archivo del modelo de agua TIP3P y el archivo
del campo de fuerza gaff [129] para los ligandos; se cargaron los parametros para los iones
con el modelo de agua TIP3P, eligiendo los radios atdmicos para una tercera modificacion
del radio de Bondji; se cargaron los parametros del ligando y se formo6 el complejo para luego
escribir los archivos de topologia y coordenadas para el complejo gas, el receptor y el
ligando; se solvato el complejo, el ligando y el receptor en una caja ctibica que se extendia al
menos a 0.1 A desde el complejo y se neutralizé el complejo adicionando atomos de sodio
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y/o cloro en donde se tenian potenciales electrostaticos mas bajos o mas altos con el fin de
neutralizar las cargas desequilibradas; para obtener las topologias y coordenadas del ligando,
del receptor y del complejo solvatados y neutralizados.

Posteriormente, se realizé la minimizacién de la energia usando el modulo sander de
Amber20 con un niumero maximo de ciclos de minimizacion de 5000, el método de descenso
mas pronunciado que cambi6 a gradiente conjugado después de 500 ciclos y el rango de corte
para las interacciones no enlazadas de largo alcance de 12 A. Luego, se realiz6 un
calentamiento gradual desde la temperatura de 0 K hasta 300 K, donde se tomaron sdlo las
coordenadas del archivo correspondiente de la minimizacion anterior, se aplico periodicidad
empleando la malla de particulas Ewald (PME) haciendo el célculo a volumen constante, se
omitieron las interacciones de enlace y los enlaces que involucraron hidrégeno, se utilizo el
termostato de Langevin y se indico el rango de corte para las interacciones no enlazadas de
largo alcance de 10 A, con un tiempo de paso de 0.002 ps para un tiempo total de 200 ps (0.2
ns). Finalmente, para la produccion, se continu6 el calculo a partir de los archivos del
calentamiento manteniendo constante la temperatura a 300 K, asimismo, las variables
anteriores definidas en el calentamiento se mantuvieron, solamente se realizaron un total de
500,000 pasos y un tiempo de paso de 0.002 ps, es decir, siendo un total de 1 ns de
produccion. La produccion se repitié para S ns, 10 ns, 20 ns, 30 ns, 40 ns, 50 ns, 60 ns, 70
ns, 80 ns, 90 ns y 100 ns, unicamente modificando las variables de nimero de pasos y
manteniendo el tiempo de paso. Después, con las trayectorias anteriores se determinaron los
valores de las RMSD de la proteina, del ligando respecto a la proteina y del ligando alineado
a si mismo, procesando los datos con el codigo cpptraj [ 130] para obtener una sola grafica de
los 100 ns de producciéon con VMD.

Posterior a ello, se hicieron los célculos de la energia libre de union para los
complejos, de acuerdo con MMGBSA y MMPBSA, haciendo uso de los resultados de
trayectorias de Amber y la herramienta MMPBSA.py [131] de Amber20; para lo cual se
eliminaron los atomos de sodio, cloro y las moléculas de agua de los pardmetros del
complejo. Para el modelo Generalizado de Born, se utilizé el modelo modificado por A.
Onufriev, D. Bashford and D.A. Case [132] con una concentracion de iones de 0.100 M,
utilizando la teoria de Born generalizada modificada basada en la ley limitante de Debye-
Hiickel para la deteccion de interacciones ionicas. Mientras que, para el modelo de Poisson-
Boltzmann se estableci6 la fuerza iénica de 0.100 mM, donde el término de solvatacion no
polar estd en funcion de los términos de cavidad y dispersion, con la constante dieléctrica
externa de 80 y la interna de 1, con resolucion del grid de 2.0 y un nimero maximo de
iteraciones de la ecuacion lineal de Poisson Boltzmann de 1000.

A partir de las trayectorias de Amber, se determinaron los resultados de las energias
libres de union con LAMMPS [133] llevando a cabo la minimizacién con el campo de fuerza
reactivo Weak Field de Monti et al. [134] del 2013, con el fin de observar si se presentaba
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una mejora en las energias libres de union. Para ello, primero con la herramienta de ambpdb
de AmberTools se prepar6 la estructura a partir de la topologia del agua y las coordenadas
anteriores. Enseguida, con Open Babel [135] se obtuvo el archivo de escritura de LAMMPS
y las coordenadas en los formatos necesarios para numerar los &tomos y asignar a cada tipo
de a&tomo un ntimero. Posteriormente, se realizo el calculo de minimizacion con el campo de
fuerza reactivo débil, que consider6 sistemas atdmicos con carga y el rango de corte para las
interacciones no enlazadas de largo alcance de 12 A. Se realiz6 el equilibrio de carga para el
potencial del campo de fuerza reactivo, se controld la temperatura a 300 K con el termostato
de Berendsen, se relajo el tamafio de caja y se utilizd un criterio de convergencia de la
minimizacion de 1.0e—10. Después, con el codigo cpptraj se procesaron los datos de la
trayectoria para poder calcular las energias libres de union con MMPBSA y MMGBSA
manteniendo las mismas caracteristicas usadas en las trayectorias de Amber.

6.2.3 Analisis ADME y Farmacocinético

En la base de datos PassOnline [136], se realiz6 la biisqueda con el fin de precisar las
propiedades de antiinfeccioso y antibacterial de actividad e inactividad de cada uno de los
ocho ligandos aza-heterociclos estudiados y de antibidticos conocidos. Mientras que, en
SwissADME se obtuvo el promedio del coeficiente de reparto n-octanol/agua, asi como otras
propiedades fisicoquimicas y parametros del analisis ADME con el fin de tener una buena
prediccion del comportamiento de los ligandos en el ser humano. Posteriormente, en
ChEMBL [137, 138] se recabaron valores del ICso, para los ligandos estudiados y para los
antibioticos conocidos frente a la bacteria de SARM. A partir de los valores de ICso de los
ligandos, se obtuvieron los valores de pICso en la plataforma Sanjeev’s Lab [139].

Enseguida, se realizé el calculo de los orbitales frontera HOMO y LUMO. Primero,
se obtuvieron las estructuras de PubChem para farmacos conocidos y los Ligl y Lig2;
mientras que, para los Lig3 al Lig8 se realiz6 una busqueda conformacional en Spartan20
para determinar las mejores conformaciones, considerando hasta 1,000,000 de
conformaciones usando Mecdnica Molecular y campo de fuerza MMFF. Después, se
determind la geometria con un método semi-empirico (PM6) y se hizo una seleccion de los
mejores conformeros dentro de un intervalo no mayor a 30 kcal mol ™! respecto al mas estable.
Luego, se obtuvieron las energias al nivel de teoria HF/3-21G considerando las 10
conformaciones energéticamente mas estables de cada Lig3 al Lig8 propuestos. Previo a la
realizacion del calculo se comprobo la estructura y la carga y multiplicidad de cada molécula.

Para las 10 mejores conformaciones anteriores, los farmacos conocidos, Ligl y Lig2
se les realizaron la optimizacion de su geometria empleando la Teoria de los Funcionales de
la Densidad mediante el nivel de teoria B3LYP/6-31G**, mediante el programa Gaussian 16
[140]. Para ello, primero se guardaron cada una de las conformaciones obtenidas para cada
ligando en un archivo en formato pdb y con ayuda del programa Discovery Studio se
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prepararon afiadiendo los hidrogenos y guardando los archivos en formato de coordenadas
xyz. Se prepard un nuevo archivo en formato com donde se indic6 la optimizacion, el método
utilizado y la funcion de base y se hizo el calculo con ayuda del programa Gaussian 16.

Posteriormente, una vez obtenidos los resultados de energia de todos los compuestos,
se selecciond la geometria de menor energia, para realizarle un célculo posterior de “single
point” (sin mover la estructura ni los &ngulos) para obtener la energia de sus orbitales frontera
empleando la teoria de perturbaciones de Moller Plesset de segundo orden con el conjunto
base 6-31G**. Al finalizar el calculo se observaron los orbitales frontera HOMO y LUMO,
asi como HOMO—-1, HOMO-2, LUMO+1 y LUMO+2 y se post-procesaron los resultados
mediante el programa GaussView 6.0. De los orbitales mencionados, se seleccioné el HOMO
y el LUMO que estuvieran en la region de los anillos que contienen el nitrégeno o un grupo
funcional de interés auxilidndose del programa VESTA [141] para obtener la energia de cada
orbital. Es importante destacar que de cada ligando, se selecciond el conféormero que fuera el
minimo global, es decir, aquel que presentara una menor energia, para considerar su
geometria y proseguir con los célculos de energia y obtencion de HOMO y LUMO,
observandose por lo general que el conférmero seleccionado fue aquel que contribuyo
estadisticamente en mayor cantidad.

Finalmente, se realiz6 un analisis QSAR con EasyQSAR [142], en donde se indico
como Actividad los pICso obtenidos para cada uno de los compuestos conocidos
mencionados, se indicé como Descriptor a los datos de LogP, energia de HOMO vy energia
de LUMO para cada uno de los compuestos conocidos mencionados y se evalu6 a partir de
dicho analisis una ecuacidon que permitio determinar el pICso para los ligandos Lig1 al Lig8,
a partir de sus datos de LogP, energia de HOMO vy energia de LUMO, considerando un
porcentaje minimo de concordancia para la ecuacion del 50% como criterio de validez.

Con base en la ecuacion generada para determinar el pICso, se adiciond el compuesto
de meticilina con el fin de determinar su valor calculado y posteriormente compararlo con el
descrito en la bibliografia.

6.2.4 Analisis de la reactividad global y local intrinseca de los ligandos aza-
heterociclos estudiados

A partir de la estructura optimizada obtenida para cada ligando, después de llevar a
cabo la busqueda conformacional anteriormente descrita, se realiz6 el célculo de la
reactividad intrinseca global y local para cada uno de los ligandos aza-heterociclos analizados
(Figura 1). Primeramente, con las coordenadas se calculd la energia empleando la Teoria de
los Funcionales de la Densidad al nivel de teoria B3LYP/6-311++G**, mediante el programa
Gaussian 16, considerando el andlisis de cargas poblacionales de Hirshfeld. Con base en las
energias para el compuesto neutro, cationico y anidnico, se determinaron el potencial de
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ionizacion (/), la afinidad electronica (4), el potencial quimico (u), la electronegatividad (y),
la dureza (7), la blandura (S) y el indice de electrofilicidad (w); por esta razén, las energias
se convirtieron de unidades atomicas de energia a electronvoltios y se emplearon las
ecuaciones 2 a 8 [40]:

I'=—(Ey — Ey-1) (Ec.2)
A=—(Eyy1 — Ey) (Ec.3)
_ Eniq ; En_4 (Ec.4)

X=—Hu (Ec.5)
Ey_1+Eyy —2E

n = N-1 1;+1 N (Ec.6)

S= ! Ec.7
w?

w = 2 (Ec.8)

El potencial electrostatico (ESP) se calculo en Gaussian 16. Con relacion al analisis
de la reactividad local, se calcularon las cargas y la poblaciéon para los compuestos neutro,
anionico y catidonico para cada uno de los ligandos y se obtuvieron las funciones de Parr
(P*(r) y P~(r)), por medio de las ecuaciones 9 y 10 [42]:

pt (T) — p;"adical anién (T) (EC. 9)
P_(T‘) — p;"adical catién (T) (EC. 10)

Donde ps es la distribucion de la densidad atomica del spin.
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7. Resultados

7.1 Acoplamientos moleculares de los ligandos aza-heterociclos Ligl al Lig8
7.1.1 Acoplamientos moleculares frente al receptor 3NAW
7.1.1.1 Acoplamientos moleculares en AutoDock4 y AutoDock Vina para SNAW

Las mejores energias de afinidad observadas para los ligandos norfloxacina (Ligl),
oxacilina y mupirocina frente al receptor 3NAW en los acoplamientos moleculares
ciego/global rigido realizado con AutoDock4 y dirigido rigido y dirigido flexible realizados
en AutoDock Vina se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Energias de afinidad (kcal/mol) de los farmacos frente a la macromolécula 3NAW en los acoplamientos
moleculares de AutoDock4 y AutoDock Vina.

Acoplamiento Acoplamiento molecular | Acoplamiento molecular
Ligando molecular ciego dirigido rigido en dirigido flexible en
rigido en AutoDock4 AutoDock Vina AutoDock Vina
Energia de afinidad Energia de afinidad Energia de afinidad
Lig1 —7.52 -7.1 =7.1
Oxacilina -8.19 —8.2 —8.5
Mupirocina —4.46 —7.4 —7.4

De acuerdo con los calculos realizados en AutoDock4, se guardaron las mejores
conformaciones de los ligandos y se determinaron los mapas de interacciones de los ligandos
con los aminoécidos del receptor, los cuales se describen en la Figura 4.

b)

157

Interactions

111
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Figura 4. Interacciones y distancias (A) presentes en los ligandos con los aminodcidos de la macromolécula 3NAW. a)
Ligl, b) oxacilina y c¢) mupirocina.

De acuerdo con la Tabla 1, se observa que la oxacilina es aquel firmaco que presenta
la mejor energia de afinidad en todos los acoplamientos moleculares y en general se observan
buenos resultados excepto para la mupirocina en el acoplamiento ciego, probablemente
debido a la gran cantidad de enlaces rotables que presenta dicha molécula. Asimismo, con la
Figura 4, se observa que, en los célculos del acoplamiento molecular global rigido, la

mupirocina es la Ginica que presenta una interaccion desfavorable.

7.1.1.2 Acoplamiento molecular dirigido flexible en AutoDock FR para 3NAW

Los resultados de las mejores energias de afinidad de los acoplamientos moleculares
realizados para cada uno de los ligandos frente al receptor 3NAW en cada uno de los
dieciocho posibles sitios de unién en AutoDock FR se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Energias de afinidad (kcal/mol) de cada uno de los ligandos aza-heterociclos estudiados frente a SNAW en el

acoplamiento molecular flexible con AutoDock FR.

. Energias de afinidad en sitios de union
Ligando
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ligl -7.2 7.1 —6.6 =75 -5.7 -7.0 -8.3 —6.1 7.6
Lig2 —7.4 =75 7.8 -7.0 -5.8 —6.7 —6.9 =5.1 —6.9
Lig3 —8.2 7.8 -9.0 —6.7 7.1 -7.7 —-8.0 -5.9 —8.0
Lig4 -9.3 —8.5 -9.3 -7.0 =72 —-8.9 —8.2 —5.6 —8.6
Lig5 =7.7 -7.3 —6.8 —54 —6.0 —6.6 -7.4 -5.0 -7.2
Lig6 -9.0 -9.0 —8.8 —6.2 =72 —7.6 —8.8 -59 —8.0
Lig7 —9.1 -9.9 -9.2 -7.3 -7.9 -9.0 —8.7 —5.1 -9.3
Lig8 —8.3 -9.4 —9.6 —6.7 —6.9 =75 -8.5 =55 =7.7
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. Energias de afinidad en sitios de union
Ligando = 11 12 13 14 15 16 17 18

Ligl | —65 | 86 | 86 | -67 | —71 | 55 | =67 | —58 | —9.1
Lig2 | =60 | -78 | -78 | -58 | —80 | —65 | 72 | -61 | -7.6
Lig3 | 76 | 89 | 92 | 68 | =64 | -72 | =79 | —72 | -82
Ligd | 74 | 82 | =81 | =69 | =77 | =73 | =92 | -76 | -73
Ligs | -73 | -100 | -84 | =65 | =66 | —60 | -81 | —61 | —69
Lig6 | =79 | 92 | 92 | =76 | =71 | =69 | -97 | -85 | -84
Lig7 | -82 | 101 | -102 | =73 | -78 | 82 | -89 | -89 | -83
Lig8 | -78 | —95 | —71 | =63 | 68 | 66 | 7.9 | -79 | -83

Se observa en la Tabla 2, que para el sitio de union 1, el ligando que tuvo una mejor
energia de afinidad fue el Lig4, seguido del Lig7 y el Lig6é, donde todos presentan valores
superiores o iguales a 9 kcal/mol.

Para el Ligl, si se comparan los aminoacidos con los cuales interactta el sitio de
uniéon 1 de AutoDock FR para el mejor conformero observado se tiene que interacciona con
los aminoacidos Lys601, Ser604, Ser774, Leu775 y Arg782. Si en el célculo realizado con
AutoDock Vina, un acoplamiento molecular rigido dirigido, se extrae la conformacion que
se aproxime mas a la mejor conformacioén analizada en AutoDock FR, se observa que
interacciona con los aminoacidos: 11e597, His600, Lys601, Ser604, Lys681, Ser774, Leu775
y Arg782 (Nota: la conformacion de Ligl que se asemeja mas a la calculada con AutoDock
FR tiene una energia de unién de —6.9 kcal/mol). Por su parte, si en el calculo realizado con
AutoDock Vina, un acoplamiento molecular flexible dirigido, se extrae la conformacion que
se aproxime mas a la mejor conformacioén analizada en AutoDock FR, se observa que
interacciona con los aminoécidos: Lys601, GIn605, Val608, Ser609, Leu629, Tyr777,
Pro778, Val779 y Arg782 (Nota: la conformacion de Ligl que se asemeja mas a la calculada
con AutoDock FR tiene una energia de union de —7.0 kcal/mol). De esta manera, se deduce
que el sitio de union 1 calculado con AutoDock FR coincide con el mejor sitio de unidén
calculado con AutoDock4 y AutoDock Vina. Asimismo, el aminoacido que se observa en las
interacciones del Ligl calculadas con cada uno de los programas es la Arg782.

Respecto a los resultados publicados por Lin, D. Y. W. y colaboradores [47], se
encontro que el aminodcido Cys753 de la macromolécula 3NAW es el sitio activo catalitico
responsable de la actividad de la ligasa E3. Dicho aminoacido Cys753 se encuentra muy
cercano a los sitios de union estudiados para cada una de los ligandos (Ligl, oxacilina y
mupirocina), especificamente, cercano al sitio de union 1 calculado con AutoDock FR. De
esta manera, se selecciond dicho sitio para célculos posteriores de simulacion de dindmica
molecular, mostrando en la Figura 5, las interacciones presentadas por cada ligando
propuesto frente al receptor SNAW.
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Figura 5. Interacciones y distancias (4) presentes entre los ligandos con los aminodcidos de la macromolécula 3NAW, a)
Ligl, b) Lig2, ¢) Lig3, d) Lig4, e) Lig5, f) Lig6, g) Lig7 y h) Lig8.
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De acuerdo con la Figura 5, se observa que todos los ligandos presentan una gran
cantidad de interacciones, siendo el de mayor cantidad de interacciones el Lig5, seguido del
Lig6 y el Lig7, donde todos ellos presentan interacciones favorables; no obstante, el Ligl y
el Lig4 presentan la misma cantidad de interacciones favorables que el Lig7, pero
adicionalmente tienen interacciones desfavorables. Todos los ligandos presentan al menos
una interaccion favorable con la Leu775, siete de los ligandos presentan interacciones
favorables con Lys601, Val608 y Pro778 y cinco de los ligandos presentan interacciones con
Ser604, Leu629, Ala780 y Arg782.

7.1.2  Acoplamientos moleculares frente al receptor 2UWX
7.1.2.1 Acoplamientos moleculares en AutoDock Vina y AutoDock FR para 2UWX

Los resultados de las mejores energias de afinidad de los ligandos frente a la proteina
2UWX en los acoplamientos moleculares dirigido rigido y dirigido flexible llevados a cabo
en AutoDock Vina y dirigido flexible en AutoDock FR, se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Energias de afinidad (kcal/mol) de los ligandos aza-heterociclos frente al receptor 2UWX en los acoplamientos
moleculares en AutoDock Vina y AutoDock FR.

Acoplamiento molecular | Acoplamiento molecular | Acoplamiento molecular
Ligando dirigido rigido en dirigido flexible en dirigido flexible en
AutoDock Vina AutoDock Vina AutoDock FR

Energia de afinidad Energia de afinidad Energia de afinidad
Lig1 —6.8 —8.0 -9.0
Lig2 —6.9 =71.7 =7.9
Lig3 =7.0 =15 —8.2
Lig4 —7.6 =7.9 —8.7
Ligs —6.0 —6.8 =7.2
Lig6 =7.1 —7.8 —8.2
Lig7 —8.2 -9.2 -8.9
Lig8 =7.0 7.6 9.4
Lig9 =71.7 -9.0 —-10.0

En los calculos llevados a cabo en AutoDock Vina, se observa que todos los
resultados de las energias de afinidad para cada uno de los ligandos mejoraron cuando se
permiti6 la flexibilidad de ciertos aminodcidos. Asimismo, se observan buenos resultados
especialmente para el Lig7 que contiene una energia de afinidad superior al Lig9. Por otro
lado, en los célculos realizados en AutoDock FR, se observan buenos resultados de energias
de afinidad e incluso mejores que las obtenidas con AutoDock Vina, siendo los mejores Lig8
y Ligl, respectivamente. Ademas de que los Ligl, Lig7 y Lig8 presentan energias cercanas
al Lig9. Para seleccionar las mejores energias de afinidad se consideraron aquellas que fueran
similares en la orientacion al Lig9 y que presentaran las interacciones con los aminoacidos
de interés. Por tal razon, se presenta en la Figura 6, los mapas de interaccion de dichas
conformaciones y del Lig9 co-cristalizado.
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Figura 6. Interacciones y distancias (4) presentes entre los ligandos con los aminodcidos de la macromolécula 2UWX. a)
Ligl, b) Lig2, ¢) Lig3, d) Ligd4, e) Lig5, f) Lig6, g) Lig7, h) Lig8 y i) Lig9 en pose nativa.
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Se observa que todas las interacciones presentes son buenas y en general hay al menos
una interaccion por puentes de hidrégeno y otro tipo de interacciones m. El ligando que mas
interacciones presenta es el Lig2, seguido de los ligandos Ligl, Lig5 y Ligé.

Se realizaron los célculos de las RMSD para el Lig9 en cada acoplamiento molecular
obteniendo valores de 4.3 A para cuando el acoplamiento se considerd rigido y de 2.4 A
cuando el acoplamiento se considero flexible. Los valores ideales de RMSD son menores a
2 A, por tal motivo se considera que los acoplamientos flexibles fueron més precisos para
determinar la afinidad de los ligandos.

7.1.3  Acoplamientos moleculares frente al receptor SM19
7.1.3.1 Acoplamientos moleculares en AutoDock Vina y AutoDock FR para SM19

Los resultados de las mejores energias de afinidad de los ligandos frente a la proteina
5M19 en los acoplamientos moleculares dirigido rigido y dirigido flexible llevados a cabo en
AutoDock Vina y dirigido flexible en AutoDock FR, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Energias de afinidad (kcal/mol) de cada uno de los ligandos aza-heterociclos frente al receptor SM19 en los
acoplamientos moleculares con AutoDock Vina y AutoDock FR.

Acoplamiento Acoplamiento .
e .. .. Acoplamiento molecular
molecular dirigido molecular dirigido dirigido flexible en
Ligando rigido en AutoDock flexible en AutoDock .
. . AutoDock FR
Vina Vina

Energia de afinidad Energia de afinidad Energia de afinidad
Ligl -7.4 —6.3 =15
Lig2 -6.8 —6.7 —8.5
Lig3 =7.0 —6.7 —-8.4
Lig4 =7.5 —7.4 —7.4
Lig5 —6.7 -6.2 —-8.4
Lig6 =7.5 —6.5 -9.5
Lig7 7.6 -7.9 -7.3
Lig8 -7.2 -6.8 -8.9
Lig10 -6.8 —6.0 —7.6

Se observa en los acoplamientos moleculares realizados en AutoDock Vina que, en
general los resultados de las energias de afinidad para cada uno de los ligandos fueron
mejores cuando no se permitié la flexibilidad de ciertos aminoécidos. Sin embargo, se
observa que para el Lig7 mejord un poco la energia al permitir la flexibilidad de determinados
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aminoacidos. Ademas, de que los ligandos que presentaron mejor energia fueron los Lig7 y
Lig4. Asimismo, se observa que las energias obtenidas para todos los ligandos son
comparables con las del Ligl0 y en el acoplamiento flexible dirigido todos los ligandos
presentan una energia superior al mismo. Por su parte, se observa que con AutoDock FR los
resultados de las energias de afinidad fueron generalmente superiores en comparacién con
las energias calculadas con AutoDock Vina. Sin embargo, se observa que para el Lig7 y el
Lig4 las energias fueron mejores con AutoDock Vina. Ademads, en este caso se observa que
el Lig6 es el que presentd una mejor energia de afinidad seguido del Lig8 y el Lig2. Es
importante destacar que la seleccion de las mejores poses se realizo en base a aquellas
conformaciones que fueran similares al Lig10 y sobre todo que presentaran interacciones con
los aminoacidos de interés de acuerdo con lo que indica la literatura.

Con respecto a las interacciones que presentan las mejores poses seleccionadas de los
calculos realizados en AutoDock FR para cada uno de los ligandos aza-heterociclos, se
presentan los mapas de interacciones en la Figura 7, obtenidos a partir del programa
Discovery Studio.

Se observa en la Figura 7 que el ligando que presenta mas interacciones favorables es
el Lig4, seguido del Ligl0 y el Lig5; sin embargo, el Lig10 tiene tinicamente interacciones
favorables y los Lig4 y Lig5 presentan dos y una interacciones desfavorables,
respectivamente. Asimismo, los Lig10, Ligl, Ligé y Lig7 son aquellos compuestos que
presentan solamente interacciones favorables siendo el de mayor nimero de interacciones el
Lig10, seguido del Lig7 y los Ligl y Lig6, que se encuentran con la misma cantidad de
interacciones.
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Figura 7. Interacciones y distancias (4) presentes entre los ligandos con los aminodcidos de la macromolécula SM19. a)
Ligl, b) Lig2, ¢) Lig3, d) Lig4, e) Lig5, f) Lig6, g) Lig7, h) Lig8 y i) Lig10.
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7.1.4 Acoplamientos moleculares frente al receptor 7LO8
7.1.4.1 Acoplamiento molecular rigido global frente a 7LO8 en AutoDock4

Los resultados de las mejores energias de afinidad de los ligandos Lig1 al Lig8 frente

a la proteina 7LOS en el acoplamiento molecular realizado en AutoDock4, se muestran en la
Tabla 5.

Tabla 5. Mejores energias de afinidad (kcal/mol) de cada uno de los ligandos aza-heterociclos estudiados frente al
receptor 7LO8 en el acoplamiento molecular con AutoDock4.

Ligando Energia de afinidad ciego rigido
Ligl —7.37
Lig2 —6.63
Lig3 —6.72
Lig4 —8.43
Lig5 —6.54
Lig6 -7.73
Lig7 -9.24
Lig8 —7.64

En la Tabla 5, se presentan los mejores resultados de las energias de afinidad para
cada uno de los ligandos en los acoplamientos moleculares ciegos. Se observa que el Lig7
presenta la mejor energia seguido del Lig4. Sin embargo, a partir de la funcion de puntuacion
de Molecular footprint, se determinaron los ligandos que dentro del canal presentaran buena
energia debido a las Fuerzas de van der Waals y electrostaticas. A partir de dicha funcion de
puntuacion, se seleccionaron las mejores poses considerando dos de ellas: una dentro del
canal en la region media y otra dentro del canal cercana a los aminoacidos que Brawley y

colaboradores [61] identificaron como claves para la resistencia bacteriana, como se presenta
en la Tabla 6.

En la Tabla 6, se observa que ambas regiones presentan energia de van der Waals y
energia de van der Waals mas electrostatica con valores similares dentro de ellas mismas. No
obstante, el Ligl en la region de los aminodcidos claves presenta la mejor energia de van der
Waals mas electrostatica. Por su parte, si s0lo se considera la energia de van der Waals el
Lig7 en la region de los aminodcidos clave es la que presenta la mejor energia. Finalmente,
en las energias de afinidad se observa que el Lig7 es el que presenta una mejor energia de
afinidad tanto en la region media como la mejor energia de afinidad en la region de los
aminodcidos claves.
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Tabla 6. Energias de van der Waals, de van der Waals mas electrostatica y de afinidad (kcal/mol) de cada uno de los
ligandos aza-heterociclos Ligl al Lig8 frente al receptor 7LOS en el acoplamiento molecular con AutoDock4.

Ligando Region Energia de vdw | Energia de vdw+es | Energia de afinidad

Ligl Region de aa claves —26.338552 —43.376804 —6.28
Region media —32.160183 —41.929012 —5.65

Lig2 Region media —13.471354 —16.938635 —6.40
Region de aa claves -- -- —6.50

Lig3 Region media —31.04924 —32.281239 —5.54
Region de aa claves —14.991273 —18.231369 —5.77

Ligd Region media —30.351793 —30.725447 —7.01
Region de aa claves —29.032721 —29.772676 —6.64

LigS Region media —10.779717 —11.771522 —6.26
Region de aa claves —12.172215 —10.198103 —4.34

Lig6 Region de aa claves —37.857574 —39.093273 —6.11
Region media —17.78059 —20.455225 —6.79

Lig7 Region de aa claves —38.198292 —41.544800 —7.46
Region media —24.576952 —26.413967 —7.21

Lig8 Region de aa claves —33.631481 —34.140854 —5.73
Region media —30.522564 —31.212967 —6.63

Las mejores conformaciones determinadas a partir de la funcion de puntuacién con

Molecular footprint en cada una de las regiones se analizaron en Discovery Studio,
obteniendo las interacciones que se presentan en las Figuras 8 y 9.

En la Figura 8, se observa que todos los ligandos excepto el LigS presentan alguna
interaccion con el Glu222 y todos los ligandos excepto el Ligl presentan una interaccion con
Phe303. Mientras que los aminoacidos Phe140, Thr223 y Ash307 interactiian con cuatro de
los ligandos. Asimismo, se observa que los Lig7 y Lig8 son los que presentan una mayor
cantidad de interacciones todas favorables, seguidos del Lig6. Cabe resaltar que el Lig7 fue
el que presentd una menor y por tanto, mejor energia de afinidad en esa region.

Por otro lado, en la Figura 9, se observa que también el Lig7 presentd6 mas
interacciones seguido del Ligl y Lig5. Mientras que cuatro de los ligandos presentaron
interaccion con Ile136 y tres de los ligandos presentaron interacciones con Phel6, Ala48 y
Met1009.

56



b) 5

Interaction
B convertenst iydregen B B~ some E]::"
] Carton Mydrogen Bond

Interactions

B Comventionsl Hydrogen Bond Bl A5 Staded [ Carton Hydrogen Sond Bl # Tshaped
[ carton Hycrogen Bong B Amden Sacked Bl Praeon [ prasn
[ #+-domar Hydrogen Sond ] pranyt Bl Ao sudet

ILE
Z:141

THR
z:223
ILE
z2:244 405
PHE
2:303
Intoractins sy
Wl Comertace ndapen ban [ ]
— oheon =L} (] s e b I

W~ 0 mwaaw

PHE
Z:140
[0 van e v B A Tapes gty
BB Corvertonsl psogen Bont Bl At Saced L] v oo el B " Tshaged
Y. = B Conerenralteptrigee Sond B A3 Shachnd
B A5 saces ] Cartoom rcrogen Bont [

. o [EE
Figura 8. Interacciones y distancias (4) presentes entre los ligandos con los aminodcidos de la macromolécula 7LOS. a)

Ligl, b) Lig2, ¢) Lig3 d) Lig4, e) Lig5, f) Lig6, g) Lig7 y h) Lig8 en la region de los aminodcidos claves (RA).

57



e r—— . o

R W Urtovorale Acorptor Accuptn
[

c) d

I Comventions Hydrogen Bond B Amce-i Stacked

0 v

515517

ILE

MET
2:136 2:109
VAL
z2:44
R Itiractions
- o 1 o (] Contos oo best 0 e

B e Tet

MET
Z:109
(2] corton saebagen tmt [ mane
B Comecons ipsmges Sent =3 e i e
(] Conten ptroges hont 0 e e
W rtworatie Acoepeor Acorgtar

ALA
1y w248
LEY
! ILE
238 223
Intoraction It s
Bl Comventenst wptroger Bond 2] masn

B Comeronnal iycrogen oot [ roew
[] Carton ipdrogen bone

] Corton ipsrogen some £ i

Figura 9. Interacciones y distancias (4) presentes entre los ligandos con los aminodcidos de la macromolécula 7LOS. a)
Ligl, b) Lig2, ¢) Lig3, d) Lig4, e) Lig5, f) Lig6, g) Lig7 y h) Lig8 en la region media del canal (RM).

58



7.2 Dinamicas moleculares de los ligandos aza-heterociclos Ligl al Lig8
7.2.1 Dinamicas moleculares de ligandos Lig1 al Lig8 frente al receptor 3NAW

7.2.1.1 Dinamica molecular realizada en NAMD

Para evaluar las simulaciones de dinamica molecular, se obtuvieron los valores de las
RMSD de la proteina, del ligando respecto a la proteina y del ligando respecto a si mismo.
De esta manera, para la produccion de 50 ns de la trayectoria de NAMD se obtuvieron las
graficas de las RMSD que se presentan en la Figura 10.
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Figura 10. RMSD (4), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor, ¢) del ligando respecto al receptor
(acercamiento) y d) del ligando respecto a si mismo en cada complejo con 3NAW analizado durante 50 ns en NAMD.
Asimismo, se obtuvo la Tabla 7 basada en las desviaciones cuadraticas medias de las
gréficas anteriores de la Figura 10, en términos cuantitativos.

A partir de la Figura 10a y la Tabla 7, se puede observar que la RMSD para el receptor
es similar en presencia de los distintos ligandos, presentando una mayor desviacion en el
Lig5 con un valor de RMSD promedio de 3.4 A. Con respecto a la Figura 10b y 10c, se
observa que la RMSD del ligando alineado al receptor es mas estable para los ligandos Ligl,
Lig3, Lig4, Lig6 y Lig7, los cuales presentan valores de RMSD promedio dentro del rango
de 2.1 a 3.6 A. El Lig5 presenta un valor de RMSD promedio muy grande debido a que se
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difunde durante la trayectoria de simulacion. Por su parte, para la RMSD del ligando alineado
a si mismo, en la Figura 10d, se observa que todos tienen estabilidad similar excepto el Lig8
y tienen valores promedio por debajo de 1.3 A.

Tabla 7. RMSD promedio y maximo (A) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo
para los complejos formados durante los 50 ns con SNAW en NAMD.

RMSD RMSD RMSD | RMSD WSD WSD

Ligando | Receptor | Receptor | Ligando | Ligando Ligando | Ligando

alineado | alineado

promedio maximo promedio maximo

promedio maximo
Ligl 2.855 4.517 3.100 7.305 0.938 1.438
Lig2 3.086 4.757 4.522 11.500 0.766 1.391
Lig3 2.644 4.776 2.051 5.234 0.459 1.369
Lig4 2.349 3.993 2.505 6.177 0.912 1.437
Lig5 3.351 5.764 60.544 | 114.177 1.054 1.439
Lig6 2.361 4.302 3.642 9.274 1.157 2.200
Lig7 2.872 4.59 2.403 5.746 0.720 1.774
Lig8 2.984 4.684 5.615 9.842 1.338 2.734

Con relacion a las interacciones por puentes de hidrogeno que presentan los ligandos
con el receptor durante los 50 ns, se muestran en la Tabla 8 aquellas con un porcentaje
superior al 5%.

Tabla 8. Interacciones por puentes de hidrogeno presentadas durante la trayectoria de 50 ns con 3NAW en NAMD.

Ligando | Donador* Aceptor* % de ocupacion
ARG782-S LIG-S 7.24
Ligl GLNG605-S LIG-S 12.60
LIG-S LEU775-M 6.28
LYS601-S LIG-S 7.00
Lig2 LIG-S LEU775-M 52.00
SER609-M LIG-M 32.04
VAL608-M LIG-S 21.84
LIG-S LEU775-M 46.08
Lig3 LIG-M GLN605-M 9.08
VAL608-M LIG-M 5.08
LIG-S SER774-M 33.32
LIG-M ASN630-S 6.84
Lig4 LIG-M SER604-S 55.76
Lig5 --
LIG-S LEU775-M 33.52
] LYS601-S LIG-S 6.72
Ligé
LIG-S SER604-S 52.16
VAL779-M LIG-S 6.32
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VAL608-M LIG-S 59.20

Lig7 SER604-S LIG-S 5.56
LIG-S LEU775-M 75.36

LIG-S ASN630-S 13.12

SER609-S LIG-M 31.12
SER609-M LIG-M 25.64
PHE607-M LIG-M 21.20
Lig8 VAL608-M LIG-M 11.40
LIG-S GLN605-M 14.68
SER609-S LIG-S 10.24

ASN606-S LIG-M 6.72

LYS601-S LIG-M 18.28

*M es principal (por main en inglés) y S es lado (por side en inglés).

Se puede observar de acuerdo con la Tabla 8, que el Lig8 es el que presenta una mayor
cantidad de interacciones por puentes de hidrogeno seguido del Lig3 y posteriormente el
Ligl, Lig6 y Lig7. Sin embargo, los ligandos que presentan interacciones con porcentajes
superiores al 50% son el Lig7 con dos interacciones con Val608 y Leu775, seguido de los
ligandos con una interaccion: Lig2 con Leu775, Lig4 con Ser604 y Lig6 con Ser604.

Gracias a las interacciones por puentes de hidrogeno observadas durante las
simulaciones de 50 ns y los valores de RMSD se decidio realizar la simulacion hasta 100 ns
para aquellos ligandos que presentaran interacciones con porcentajes superiores al 50% y una
mayor estabilidad, siendo los ligandos seleccionados Lig4, Lig6é y Lig7. Asimismo, debido
a que el Ligl es farmaco de referencia para esta bacteria, se decidi6 también llevar a cabo su
simulacion a 100 ns de produccion.

Los valores de las RMSD de la proteina, del ligando respecto a la proteina y del
ligando alineado a si mismo, de las trayectorias de simulacion de 100 ns realizadas para los
aminodcidos seleccionados se presentan en la Figura 11.
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Figura 11. RMSD (A), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor y c) del ligando respecto a si mismo en cada
complejo con 3NAW analizado durante 100 ns en NAMD.

Asimismo, se obtuvo la Tabla 9 basada en las desviaciones cuadraticas medias de las
gréficas anteriores de la Figura 11, en términos cuantitativos.

Tabla 9. RMSD promedio y maximo (A) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo
para los complejos formados durante los 100 ns con 3NAW en NAMD.

RMSD RMSD RMSD | RMSD WSD WSD
Licando | R ; R ; Licando | Ligand Ligando | Ligando
1ganao eceptor eceptor 1ganao 1ganao alineado | alineado
promedio maximo promedio maximo
promedio maximo
Lig1 3.149 5.073 6.732 27.938 0.948 1.573
Lig4 2.883 6.625 3.052 7.463 0.886 1.467
Lig6 3.339 6.931 5.564 11.134 1.151 2.287
Lig7 3.246 5.716 2.830 6.187 1.011 2.031

De acuerdo con la Figura 11a y la Tabla 9, el RMSD del receptor en presencia de los
diferentes ligandos, con el Ligl presenta una pequefia mejor estabilidad que para el resto de
los ligandos. En general, el receptor en presencia del ligando presenta valores dentro del
rango de 2.9 a 3.3 A. Para la Figura 11b, se observa que los ligandos Lig4, Lig6 y Lig7, se
mantienen en la region analizada; mientras que, el Ligl, se difunde a otra region de la
proteina. Con base en la Tabla 9, se observa que el Lig7 seguido del Lig4 son los que
presentan un menor valor de RMSD promedio con un valor de 2.8 y 3.1 A, respectivamente.
Por otro lado, para la Figura 11c, se observa que todos los ligandos presentan una estabilidad
similar, lo que se comprueba con los valores de RMSD del ligando alineado a si mismo que
varian entre 0.9 a 1.2 A.

En relacion a las interacciones por puentes de hidrogeno que presentan los ligandos

con el receptor durante los 100 ns, se muestran en la Tabla 10 aquellas con un porcentaje
superior al 5%.
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Tabla 10. Interacciones por puentes de hidrogeno presentadas durante la trayectoria de 100 ns con SNAW en NAMD.

Ligando Donador* Aceptor* % de ocupacion

Ligl GLN605-S LIG-S 8.60
Lig4 LIG-M SER604-S 54.46
LIG-S LEU775-M 43.08

Lig6 LIG-S SER604-S 43.14
VAL779-M LIG-S 6.06

VAL608-M LIG-S 29.60

Lig7 LIG-S LEU775-M 38.58
LIG-S ASN630-S 37.40

*M es principal (por main en inglés) y S es lado (por side en inglés).

A partir de la Tabla 10, se observa que los Lig6 y Lig7 son los que presentan una
mayor cantidad de interacciones superiores al 5%; sin embargo, s6lo el Lig4 presenta una
interaccion superior al 50% con la Ser604. Se observa que el Lig6 presenta también una
interaccion con la Ser604 con un porcentaje de ocupacion ligeramente inferior al 50%.

Posteriormente, se determiné la energia libre de union con MMGBSA para los
ligandos simulados durante 100 ns realizando tnicamente el célculo de la energia durante los
ultimos 50 ns, obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Energias libres de union (kcal/mol) con MMGBSA de ligandos frente al receptor durante los ultimos 50 ns de la
trayectoria de 100 ns con 3SNAW en NAMD.

Ligando AGmmcBsa
Ligl —8.20
Lig4 —20.58
Lig6 —32.57
Lig7 —23.80

En la Tabla 11 se observa que el Lig6, es el que presenta la mejor energia libre de
unién y por tanto una mayor afinidad hacia la diana 3ANAW. Por su parte los Lig4 y Lig7
presentan una energia libre similar, pero por arriba del Lig6é. Mientras que, el Ligl presenta
una energia libre de union mucho mayor, probablemente debido a que se difundi6 a otra
region del receptor y no alcanz6 a estabilizarse.

7.2.2 Dinamicas moleculares de ligandos Lig1 al Lig8 frente al receptor 2UWX
7.2.2.1 Dinamica molecular realizada en NAMD

Para evaluar las simulaciones de dinamica molecular, se obtuvieron los valores de las
RMSD de la proteina, del ligando respecto a la proteina y del ligando respecto a si mismo.
De esta manera, para la produccion de 50 ns de la trayectoria de NAMD se obtuvieron las
graficas de las RMSD que se presentan en la Figura 12.
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Figura 12. RMSD (4), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor y ¢) del ligando respecto a st mismo en cada
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complejo con 2UWX analizado durante 50 ns en NAMD.

Asimismo, se obtuvo la Tabla 12 basada en las desviaciones cuadraticas medias de
las graficas anteriores de la Figura 12, en términos cuantitativos.

Tabla 12. RMSD promedio y maximo (4) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo
para los complejos formados durante los 50 ns con 2UWX en NAMD.

RMSD RMSD RMSD | RMSD WSD WSD

Ligando | Receptor | Receptor | Ligando | Ligando Ligando | Ligando

alineado | alineado

promedio maximo promedio maiximo

promedio maximo
Ligl 1.842 2.930 2.528 5.813 0.936 1.601
Lig2 1.683 2.409 13.085 21.456 0.805 1.462
Lig3 1.711 2.662 7.673 12.394 0.838 1.373
Lig4 1.543 2.597 1.327 3.335 0.731 1.434
Lig5 1.386 1.973 33.407 84.782 0.629 1.177
Ligé 1.923 3.073 1.469 2.721 0.951 1.447
Lig7 1.235 1.670 7.671 14.483 3.005 3.972
Lig8 1.613 2.434 9.465 17.894 3.101 3.973
Lig9 1.665 2.389 3.611 6.462 1.857 2.838
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En la Figura 12a se observa que la RMSD del receptor en presencia de cada uno los
ligandos es similar, teniendo valores promedio, de acuerdo con la Tabla 12, dentro del rango
de 1.2 a 1.9 A. Por su parte, en la Figura 12b, la RMSD del ligando respecto al receptor se
observa mas estable para los ligandos Lig4 y Lig6 seguido del Ligl y el Lig9; lo anterior, se
comprueba con la Tabla 12, donde los ligandos Lig4 y Lig6é presentan un valor de RMSD
promedio de 1.3 y 1.5 A, respectivamente. Por otro lado, en la Figura 12c, se observa que la
RMSD del ligando respecto a si mismo presenta una mayor desviacion para los ligandos Lig7
y Lig8; mientras que el resto se presenta mas estable. En la Tabla 12, se observa que los
ligandos Lig1 a Lig6 presentaron valores promedio entre 0.6 a 1.0 A.

Con relacion a las interacciones por puentes de hidrégeno que presentan los ligandos
con el receptor durante los 50 ns, se muestran en la Tabla 13 aquellas con un porcentaje

superior al 5%.

Tabla 13. Interacciones por puentes de hidrogeno presentadas durante la trayectoria de 50 ns con 2UWX en NAMD.

Ligando Donador* Aceptor* % de ocupacion
LYS651-S LIG-S 35.40
LIG-S TYR498-S 19.92
Ligl THR652-S LIG-S 15.28
GLN687-S LIG-S 5.60
LIG-S GLN687-S 5.12
THR654-M LIG-S 5.56
Lig2 LIG-S ASN656-S 5.88
ASN492-M LIG-S 15.72
Lig3 LIG-M THR654-S 33.28
LIG-M TYR498-S 6.88
Lig4 SER516-S LIG-M 29.76
LIG-S THR629-M 11.72
Lig5 ALA499-M LIG-S 12.60
Lig6 SER460-S LIG-S 28.96
THR654-S LIG-S 10.44
TRP517-S LIG-S 8.96
Lig7 TYR498-S LIG-S 6.48
ASNS500-S LIG-S 5.32
LEU663-S LIG-S 5.64
Lig8 THR652-S LIG-M 6.16
TYR515-M LIG-S 8.00
TYR498-S LIG-S 5.20
THR654-M LIG-S 32.16
. SER460-M LIG-S 13.44
Ligd LIG-S THR652-M 23.40
LIG-S SER460-S 8.60
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LIG-S
ASN518-S
SER516-S
GLN687-S

LIG-S
SER460-S

LIG-S

LIG-S

THR654-S
LIG-S
LIG-S
LIG-S

TYRS515-M
LIG-S

ASN514-M

TYR498-S

11.16
14.24
5.28
5.24
13.96
68.24
9.96
25.32

*M es principal (por main en inglés) y S es lado (por side en inglés).

En la Tabla 13, se observa que el Lig9 es el que presenta una mayor cantidad de
interacciones por puentes de hidrégeno con porcentajes superiores al 5%, seguido del Ligl,
Lig8, Lig4 y Lig7, Lig2 y Lig6é y Lig3 y LigS. Asimismo, dicho Lig9 es el tnico ligando

que presenta una interaccion superior al 50%, con la Ser460 actuando como donador.

Se decidié ampliar el tiempo de produccion para todos los ligandos obteniendo las
RMSD de la proteina, del ligando respecto a la proteina y del ligando alineado a si mismo

que se presentan en la Figura 13.
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Figura 13. RMSD (4), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor y c) del ligando respecto a st mismo en cada
complejo con 2UWX analizado durante 100 ns en NAMD.

66



Asimismo, se obtuvo la Tabla 14 basada en las desviaciones cuadraticas medias de
las graficas anteriores de la Figura 13, en términos cuantitativos.

Tabla 14. RMSD promedio y mdximo (4) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo

para los complejos formados durante los 100 ns con 2UWX en NAMD.

RMSD RMSD RMSD RMSD WSD WSD
Ligando | Receptor | Receptor | Ligando | Ligando Ligando | Ligando
alineado | alineado
promedio maximo promedio méaximo
promedio maximo
Lig1 1.936 3.221 11.860 66.113 0.998 1.679
Lig2 1.676 2.453 12.951 21.456 0.727 1.462
Lig3 1.939 3.617 8.335 15.505 0.869 1.373
Lig4 1.813 2.799 1.465 3.410 0.747 1.434
Lig5 1.567 2.391 42.348 92.294 0.649 1.181
Lig6 2.166 3.307 1.614 2.877 1.086 1.548
Lig7 1.301 1.913 9.406 14.568 3.035 4.053
Lig8 1.737 2.798 10.263 17.894 3.322 3.973
Lig9 1.710 2.417 4.064 6.462 2.084 3.053

De acuerdo con la Figura 13a, las RMSD del receptor en presencia de cada uno de los
ligandos, se observa con una estabilidad similar, teniendo valores desde 1.3 hasta 2.2 A,
segun la Tabla 14. Con relacién a la RMSD del ligando respecto al receptor que se presenta
en la Figura 13b, se observa que los ligandos més estables y con menor desviacion son Lig9,
Lig4 y Lig6, comprobando con la Tabla 14 sus valores de RMSD promedio de 4.1, 1.5y 1.6
A, respectivamente. Por otro lado, para la RMSD del ligando alineado a si mismo, se observa
en la Figura 13c, que todos los ligandos se estabilizaron durante la mayor parte de la
trayectoria y los ligandos Lig7 y Lig8 presentan la mayor desviacion al inicio de la
produccion, lo cual se comprueba con los valores promedio de 3.0 y 3.3 A respectivamente,
mostrados en la Tabla 14.

Con relacion a las interacciones por puentes de hidrogeno que presentan los ligandos
con el receptor durante los 100 ns, se muestran en la Tabla 15 aquellas con un porcentaje
superior al 5%.

En la Tabla 15, se observa que el Lig9 volvio a ser el ligando con la mayor cantidad
de interacciones por puentes de hidrogeno con porcentajes superiores al 5%, seguido del
Ligl. Adicionalmente, se conserva la inica interaccion con porcentaje superior al 50% con
Ser460 actuando como donador y el Lig9 como aceptor. No obstante, el Lig6 presenta una
interaccion por puente de hidrégeno con la Ser460 actuando como donador con un porcentaje
de 45.3%.
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Tabla 15. Interacciones por puentes de hidrogeno presentadas durante la trayectoria de 100 ns con 2UWX en NAMD.

Ligando Donador* Aceptor* % de ocupacion

LYS651-S LIG-S 17.70

LIG-S TYR498-S 14.80

Ligl THR652-S LIG-S 15.12

THR654-M LIG-S 9.70

THR654-S LIG-S 5.68

) ASN492-S LIG-S 5.42
Lig2

ASN492-M LIG-S 11.04

Lig3 LIG-M THR654-S 29.38

LIG-M TYR498-S 6.72

Lig4 SER516-S LIG-M 21.98

LIG-S THR629-M 10.18

Lig5 ALA499-M LIG-S 6.30

) SER460-S LIG-S 45.30
Ligé

THR654-S LIG-S 5.30

Lig7 --

) TYR515-M LIG-S 5.48
Lig8

TYR498-S LIG-S 5.28

THR654-M LIG-S 16.10

SER460-M LIG-S 6.72

LIG-S THR652-M 11.70

LIG-S THR654-S 5.68

ASNS518-S LIG-S 8.28

Lig9 GLN687-S LIG-S 5.06

LIG-S SER516-M 5.38

LIG-S TYRS515-M 13.58

SER460-S LIG-S 68.12

LIG-S ASN514-M 7.68

LIG-S TYR498-S 27.80

*M es principal (por main en inglés) y S es lado (por side en inglés).

Enseguida, se determind la energia libre de union con MMGBSA para los ligandos
simulados durante 100 ns realizando Ginicamente el célculo de la energia durante los tltimos
50 ns, obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 16.

En la Tabla 16, se observa que la energia libre de union obtenida para el Lig9 fue
mejor a la mayoria de los ligandos excepto los Lig4 y Lig6. Asimismo, se observa que el
Lig4 tiene un valor similar al Lig9; mientras que el Lig6 presenta una energia libre de union
mucho menor al Lig9 y por tanto mejor interaccion y estabilidad con el receptor.
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Tabla 16. Energias libres de union (kcal/mol) con MMGBSA de ligandos frente al receptor durante los ultimos 50 ns de la
trayectoria de 100 ns con 2UWX en NAMD.

Ligando AGmmcBsa
Ligl -9.91
Lig2 -17.42
Lig3 —14.94
Lig4 —29.07
Lig5 —0.05
Lig6 —35.73
Lig7 —14.60
Lig9 —28.27

7.2.2.2 Dinamica molecular realizada en Amber

Para evaluar las simulaciones de dinamica molecular, se obtuvieron los valores de la
RMSD de la proteina, del ligando respecto a la proteina y del ligando respecto a si mismo,
para la produccion de 100 ns, obteniendo las graficas que se presentan en la Figura 14.

RMSD Receptor 2UWX RMSD Ligando 2UWX
a) b) .

Alincado a la proteina
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Figura 14. RMSD (4), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor y ¢) del ligando respecto a st mismo en cada
complejo con 2UWX analizado durante 100 ns en Amber.

Adicionalmente, se construyo la Tabla 17, con el fin de observar las desviaciones
cuadraticas medias de las graficas anteriores de la Figura 14, en términos cuantitativos.
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Tabla 17. RMSD promedio y maximo (4) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo

para los complejos formados durante los 100 ns con 2UWX en Amber.

RMSD RMSD RMSD | RMSD WSD WSD
Ligando | Receptor | Receptor | Ligando | Ligando Ligando | Ligando
alineado | alineado
promedio maximo promedio maximo
promedio maximo
Ligl 1.563 2.444 2.351 5.268 1.172 1.794
Lig2 2.404 3.642 11.027 24.152 0.897 1.444
Lig3 1.698 2.650 13.105 24.226 0.782 1.367
Lig4 2.509 4.024 2.795 5.279 0.807 1.389
Lig5 1.662 2.761 2.105 5.466 0.619 1.299
Lig6 1.888 2.546 2.779 6.814 1.202 2.503
Lig7 1.735 2.885 4.181 8.134 1.719 3.712
Lig9 1.475 2.164 1.678 3.156 1.012 2.038

En la Figura 14a y la Tabla 17, se puede observar que las RMSD del receptor son
similares en estabilidad, siendo los valores promedio entre 1.5 a 2.5 A. Para la RMSD del
ligando respecto al receptor, como se observa en la Figura 14b, los ligandos Lig9, Ligl, Lig4,
LigS y Lig6 presentan una mejor estabilidad que el resto, lo cual se comprueba con la Tabla

17, donde dichos ligandos presentan valores promedio entre 1.7 a 2.8 A. Por otro lado, para
la Figura 14c, del RMSD del ligando alineado a si mismo, se observa que la estabilidad de

todos los ligandos es similar excepto el Lig7, el cual tiene un valor promedio de 1.7 A.

Con relacion a los resultados de las energias de union con MMPBSA y MMGBSA
determinadas para la trayectoria en Amber y la trayectoria minimizada en LAMMPS se
obtuvo la Tabla 18.

Tabla 18. Energias libres de union (kcal/mol) con MMGBSA y MMPBSA de los ligandos frente al receptor 2UWX durante
la trayectoria de 100 ns en los programas de Amber y LAMMPS.

Uit En Amber En LAMMPS
AGMMGBSA AGMMPBSA AGMMGBSA A(;MMPBSA
Lig1 —21.17 =2.70 —27.67 —9.03
Lig2 —33.23 =5.97 —35.82 —8.44
Lig3 —20.84 —3.52 —23.97 —9.05
Lig4 —38.39 —4.30 —-42.91 =7.70
Lig5 =30.77 —1.89 -30.02 —1.08
Lig6 —42.85 —5.68 —43.51 -11.19
Lig7 —41.40 -2.76 —-42.91 —6.62
Lig9 —49.44 —6.65 —55.09 -17.19

De acuerdo con la Tabla 18 se observa que el Lig9 es el que presenta la mejor energia
libre de unidn tanto para las trayectorias de Amber como de Lammps, asi como, con los dos
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métodos empleados, es decir, MMPBSA y MMGBSA. No obstante, el Lig6 es el siguiente
que presenta la mejor energia libre de union calculada con MMGBSA en Amber y MMGBSA
y MMPBSA en Lammps, y el Lig2 es el que presenta la segunda mejor energia libre de union
con MMPBSA en la trayectoria de Amber. Gracias a lo anterior, se considera que el Lig6 es
una buena propuesta para la posible inhibicion de este receptor.

7.2.3 Dinamicas moleculares de ligandos Ligl al Lig8 frente al receptor SM19
7.2.3.1 Dinamica molecular realizada en NAMD

Para evaluar las simulaciones de dinamica molecular, se obtuvieron los valores de las

RMSD de la proteina, del ligando respecto a la proteina y del ligando respecto a si mismo.
De esta manera, para la produccion de 50 ns de la trayectoria de NAMD se obtuvieron las

graficas de las RMSD que se presentan en la Figura 15.
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Figura 15. RMSD (4), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor y c) del ligando respecto a st mismo en cada
complejo con SM19 analizado durante 50 ns en NAMD.

Asimismo, se obtuvo la Tabla 19 basada en las desviaciones cuadraticas medias de
las graficas anteriores de la Figura 15, en términos cuantitativos.
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Tabla 19. RMSD promedio y mdximo (4) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo

para los complejos formados durante los 50 ns con SM19 en NAMD.

RMSD RMSD | RMSD | RMSD WSD WSD

Ligando | Receptor | Receptor | Ligando | Ligando Ligando | Ligando

alineado | alineado

promedio maximo promedio méximo

promedio méaximo
Ligl 2.567 3.896 6.71 12.06 1.074 1.618
Lig2 3.243 4.641 5.65 8.491 1.009 1.531
Lig3 3.101 4.203 6.463 11.1 0.834 1.437
Lig4 2.781 3.907 3.335 10.792 0.715 1.601
Lig5 2.006 3.281 1.083 2.306 0.388 1.335
Lig6 2.806 4.257 2.845 6.402 1.059 2.411
Lig7 2.678 3.713 5.993 9.473 1.062 1.755
Lig8 3.326 5.247 4319 6.771 1.983 3.223
Lig10 2.758 4.342 3.753 12.873 0.491 2.061

A partir de la Figura 15ay la Tabla 19 se puede determinar que la RMSD que presenta
el receptor en todos los complejos formados es similar ya que el valor promedio de la misma
varia entre 2.0 y 3.3 A. Con respecto a la RMSD del ligando respecto a la proteina, en la
Figura 15b, se observa que el ligando que presenta una mayor estabilidad es el Lig5 (linea
color café), después los Lig2, Lig6 y Lig8, debido a que presentan menos fluctuaciones como
se puede corroborar con la Tabla 19. Por otro lado, en la Figura 15¢, la RMSD del ligando
alineado a si mismo, representa el movimiento que tiene el ligando respecto a su

conformacion inicial, donde se observa que el promedio de todos los ligandos es menor de
2.0 A; sin embargo, el Lig8 presenta la mayor desviacion respecto a su conformacion inicial.

Con relacion a las interacciones por puentes de hidrogeno que presentan los ligandos
con el receptor durante los 50 ns, se muestran en la Tabla 20 aquellas con un porcentaje

superior al 5%.

Tabla 20. Interacciones por puentes de hidrogeno presentadas durante la trayectoria de 50 ns con SM19 en NAMD.

n hidrd
Puen. es,d? 1dr0g.eno cron Otros puentes de hidréogeno
. aminoacidos de interés
Ligando %% de %% de
Donador* Aceptor* ° ., Donador* Aceptor* ° .,
ocupacion ocupacion
Ligl THR600-M LIG-S 17.84 -
LIG-S THR600-S 8.80
Lig2 GLN521-S LIG-S 5.56 --
LIG-S GLU602-S 9.56
LIG-M TYR519-M 7.52 LIG-S HSD583-S 5.56
Lig3 LYS406-S LIG-M 5.80
LIG-M SER462-M 13.28
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. TYR446-M LIG-M 55.16 GLU447-M LIG-M 11.52
Ligd ASN464-S LIG-S 6.64 LIG-M GLU447-S 7.28
ASN464-S LIG-S 66.28 ALA642-M LIG-S 27.68
LigS LIG-M THR600-S 76.68
TYR446-M LIG-S 26.16 --
ASN464-M LIG-S 8.60
. TYR446-M LIG-S 83.96 ARG445-M LIG-S 18.84
Ligé ASN464-S LIG-S 15.12 THR444-S LIG-S 7.12
. LYS430-S LIG-S 8.76
Lig7 --
GLN613-S LIG-S 10.80
LYS406-S LIG-M 98.60 LYS604-S LIG-S 6.52
LYS406-S LIG-S 35.16 LYS430-S LIG-S 15.36
Lig8 SER403-S LIG-S 31.88
SER403-S LIG-M 88.96 --
LIG-S SER403-S 7.00
Lig10 LIG-S GLU602-S 5.76 --
*M es principal (por main en inglés) y S os lado (por side en inglés).

En correspondencia con la Tabla 20, se observa que el ligando que presenta mas
interacciones por puentes de hidrogeno es el Lig8 con siete interacciones, seguido del Lig5
con cinco interacciones y con cuatro interacciones se encuentran los Lig3, Lig4 y Lig6. A
pesar de lo anterior, los Lig8 y LigS cuentan con dos interacciones superiores al 50% y los
Lig4 y Lig6 con una interaccion superior al 50%.

A partir de las simulaciones observadas, se considerd que los Lig5 y Lig6 presentaban
una mayor estabilidad dentro del sitio catalitico; el Lig4 tenia una buena estabilidad con
excepcion de los Gltimos 5 ns de la trayectoria y los Lig7 y Lig10 tienen varias fluctuaciones
al inicio; sin embargo, se espera que se estabilicen al aumentar el tiempo de simulacion. Por
esa razon, se realizaron las simulaciones de dinamica molecular con NAMD durante 100 ns
para los ligandos: Lig4, Lig5, Lig6, Lig7 y Lig10, observando las RMSD de la proteina, del
ligando respecto a la proteina y del ligando alineado a si mismo que se presentan en la Figura
16.
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Figura 16. RMSD (), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor y c) del ligando respecto a si mismo en cada
complejo con SM19 analizado durante 100 ns en NAMD.

Asimismo, se obtuvo la Tabla 21 basada en las desviaciones cuadraticas medias de
las graficas anteriores de la Figura 16, en términos cuantitativos.

Tabla 21. RMSD promedio y maximo (4) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo
para los complejos formados durante los 100 ns con SM19 en NAMD.

- RRMSD RRMSD ]FMSCII) II}MSCII) ng::go ng::go
igando eceptor eceptor | Ligando | Ligando alineado | alineado
promedio maximo promedio maximo
promedio maximo
Lig4 3.476 5.613 6.303 17.198 0.697 1.654
Lig5 2.106 3.364 1.085 2.418 0.421 1.415
Lig6 3.011 4.328 4.269 16.003 1.081 2.516
Lig7 3.327 5.079 5.673 9.473 1.099 1.992
Lig10 3.014 4.342 4.388 12.873 0.543 2.061

De acuerdo con la Figura 16 y la Tabla 21, respecto a la RMSD de la proteina se
observa que el receptor del LigS presenta menos fluctuaciones seguido de los receptores de
los Lig10, Lig6 y Lig7; sin embargo, el Lig4 es el que presenta mayores variaciones. En
relacién a la RMSD del ligando alineado a la proteina se observa que el Lig5 (linea color
verde) se encuentra mucho mas estable durante los 100 zs, el Ligl0 y el Lig7 se aprecian
mas estables después de los 50 ns, el Ligé se observa que se encuentra estable durante casi
toda la trayectoria y el Lig4 se desestabiliza después de los 45 ns. Por otro lado, la RMSD

del ligando alineado a si mismo muestra que el Lig5 present6 menos variaciones respecto a
su pose inicial.

En relacion a las interacciones por puentes de hidrogeno que presentan los ligandos
con el receptor durante los 100 ns, se muestran en la Tabla 22 aquellas con un porcentaje
superior al 5%.
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Tabla 22. Interacciones por puentes de hidrogeno presentadas durante la trayectoria de 100 ns con 5M19 en NAMD.

Puen.tes,d? hldrogeno cron Otros puentes de hidréogeno
Ligando aminoacidos de interés
Donador* Aceptor* e d‘? ; Donador* | Aceptor* e d‘? ;
ocupacion ocupacion

Lig4 TYR446-M LIG-M 27.58 GLU447-M | LIG-M 5.76

ASN464-S LIG-S 65.86 ALA642-M LIG-S 24.24
Ligs LIG-M THR600-S 78.04

TYR446-M LIG-S 37.36 --

ASN464-M LIG-S 5.16
Lig6 TYR446-M LIG-S 50.78 ARG445-M LIG-S 10.70

ASN464-S LIG-S 14.44 THR444-S LIG-S 5.72
Lig7 -- GLN613-S LIG-S 5.58

LIG-S GLU602-S 42.88 GLN613-S LIG-S 17.56

Ligl0 THR600-S LIG-S 9.48

THR600-M LIG-S 5.58 --

GLU602-M LIG-S 6.18

*M es principal (por main en inglés) y S es lado (por side en inglés).

A partir de la Tabla 22, se observa que los Lig5 y Lig10 son los que presentan una
mayor cantidad de interacciones por puentes de hidrogeno con un total de cinco, donde el
Lig5 tiene dos interacciones mayores al 50% con Thr600 y Asn464; por su parte, el otro
ligando que presenta una interaccion superior es el Lig6é con la Tyr446; mientras que, el resto
de los ligandos presentan pocas interacciones o menores al 50%.

Posteriormente, se determind la energia libre de union con MMGBSA para los
ligandos simulados durante 100 #ns, realizando unicamente el célculo de la energia durante
los ultimos 50 ns, obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23. Energias libres de union (kcal/mol) con MMGBSA de ligandos frente al receptor durante los ultimos 50 ns de la
trayectoria de 100 ns con SM19 en NAMD.

Ligando AGmmcBsa
Lig4 -10.92
Lig5 —=30.05
Lig6 -17.13
Lig7 —18.83
Lig10 —26.07

En la Tabla 23 se presentan las energias libres de union calculadas con el método
MMGBSA, donde se observa que el Lig5 tiene una energia mas negativa y por tanto mejor
que la energia del Ligl0; en cambio, los Ligé y Lig7 presentan una energia similar pero
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mayor al Ligl0, mientras que el Lig4 presenta la energia menos negativa probablemente
debido a que tuvo varias fluctuaciones y no se estabilizé durante la trayectoria.

7.2.3.2 Dinamica molecular realizada en Amber

Para evaluar las simulaciones de dinamica molecular, se obtuvieron los valores de la
RMSD de la proteina, del ligando respecto a la proteina y del ligando respecto a si mismo,
para la produccion de 100 ns, obteniendo las graficas que se presentan en la Figura 17.
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Figura 17. RMSD (4), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor y ¢) del ligando respecto a st mismo en cada
complejo con SM19 analizado durante 100 ns en Amber.

Adicionalmente, se construyo la Tabla 24, con el fin de observar las desviaciones
cuadraticas medias de las graficas anteriores de la Figura 17, en términos cuantitativos.

En la Figura 17a y la Tabla 24, se puede observar que por lo general el receptor se
estabiliza de manera similar y el promedio de la RMSD de los receptores en todos los
complejos estd entre 2.5 a 2.8 A. Con respecto a la Figura 17b, se observa que en los primeros
10 ns se encuentran mas estables los ligandos frente a la proteina; sin embargo, conforme
transcurre la trayectoria se percibe que se desestabilizan teniendo grandes fluctuaciones, por
lo cual, el ligando que se observa mas estable es el Ligé (linea color caf¢), donde durante los
100 ns se encuentra con menos variaciones; por su parte los ligandos Ligl y Lig5S presentan
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también poca variacion; sin embargo, después de los 75 ns se observa que tienen una gran
fluctuacién, donde para el Lig5 se debe a una rotacion del mismo en el sitio. Asimismo, en
la Tabla 24 se observa que el valor mas pequefio de RMSD maximo para el ligando respecto
a la proteina lo tiene el Lig6. En la Figura 17c y Tabla 24, se presenta la RMSD del ligando
alineado a si mismo, donde se observa que todos los ligandos tienen pequefas variaciones e
incluso su valor promedio es menor a 1.5 A.

Tabla 24. RMSD promedio y mdximo (4) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo
para los complejos formados durante los 100 ns con 5M19 en Amber:
RMSD | RMSD
Ligando | Ligando
alineado | alineado

RMSD RMSD | RMSD | RMSD
Ligando | Receptor | Receptor | Ligando | Ligando

promedio maximo promedio maximo
promedio maximo

Lig1 2.492 4.710 2410 8.966 0.438 0.956
Lig2 2.760 4.903 5.601 10.419 0.788 1.372
Lig3 2.847 4.565 6.346 13.636 0.948 1.426
Lig4 2.671 4.344 3.544 12.729 0.793 1.314
Lig5 2.721 4.679 2.682 13.228 0.603 1.168
Lig6 2.598 4.205 2.698 4.974 1.540 2.561
Lig7 2.778 4.734 5.445 13.981 0.583 1.999

Con relacion a los resultados de las energias de union con MMPBSA y MMGBSA
determinadas para la trayectoria en Amber y la trayectoria minimizada en LAMMPS se
obtuvo la Tabla 25.

Tabla 25. Energias libres de union (kcal/mol) con MMGBSA y MMPBSA de los ligandos frente al receptor 5SM19 durante
la trayectoria de 100 ns en los programas de Amber y LAMMPS.

Uit En Amber En LAMMPS
AGMMGBSA AGMMPBSA AGMMGBSA A(;MMPBSA
Lig1 —34.32 —1.80 -32.61 =5.47
Lig2 —31.30 -2.91 -32.53 =5.71
Lig3 —27.18 —6.54 —28.60 -10.92
Lig4 —31.18 0.19 -32.02 —2.03
Lig5 —34.43 —4.71 —37.34 —6.77
Lig6 —35.78 -3.76 -37.31 =5.76
Lig7 —35.80 =2.71 —23.12 —0.73

De acuerdo con la Tabla 25 se observa que en la trayectoria de 100 ns llevada a cabo
en Amber, los ligandos que presentaron una mejor energia libre de union fueron los Lig7,
Lig6 y Lig5 con el método MMGBSA; en cambio, los Lig3, Lig5 y Lig6é presentaron una
mejor energia con el método MMPBSA. Por otro lado, de acuerdo con la minimizacion
llevada a cabo en LAMMPS se observa que los mejores ligandos fueron Lig5, Lig6 y Ligl

77



para el método MMGBSA, en tanto que los mejores con el método MMPBSA fueron los
ligandos Lig3, Lig5 y Lig6. A partir de lo anterior, se deduce que los Lig5 y Lig6 son los
que presentaron mejores energias libres de union.

7.2.4 Dinamicas moleculares de ligandos Ligl al Lig8 frente al receptor 7LOS8

7.2.4.1 Dinamica molecular realizada en NAMD

Con el programa NAMD se realizaron las simulaciones de dindmica molecular,

unicamente para las conformaciones de los ligandos que se encontraban interactuando en el
acoplamiento molecular con los aminoécidos de interés. Para ello, se obtuvieron los valores
de las RMSD de la proteina, del ligando respecto a la proteina y del ligando respecto a si
mismo, que se presentan en la Figura 18.
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Figura 18. RMSD (4), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor; ¢) del ligando respecto al receptor
(acercamiento) y d) del ligando respecto a si mismo en cada complejo con 7LOS8 analizado durante 50 ns en NAMD.

Asimismo, se obtuvo la Tabla 26 basada en las desviaciones cuadraticas medias de

las graficas anteriores de la Figura 18, en términos cuantitativos.
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Tabla 26. RMSD promedio y mdximo (4) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo
para los complejos formados durante los 50 ns con 7LO8 en NAMD.
RMSD RMSD
Ligando | Ligando
alineado | alineado

RMSD RMSD | RMSD | RMSD
Ligando | Receptor | Receptor | Ligando | Ligando

promedio maximo promedio maximo
promedio maximo

Ligl 1.716 2.502 28.736 | 75.799 1.038 1.558
Lig2 1.682 2.623 5.525 6.875 1.140 1.422
Lig3 1.779 2.630 19.337 | 32.477 0.745 1.475
Lig4 2.136 3.439 4.303 6.298 1.141 1.599
LigS 2.047 2.764 16.486 | 26.345 0.733 1.268
Lig6 2.372 3.452 5.332 8.023 2.015 2.575
Lig7 2.029 3.055 3.475 5.867 0.483 1.338
Lig8 1.988 3.005 5.984 11.638 0.984 2.052

Con respecto a la Figura 18a y la Tabla 26 se puede observar que la RMSD del
receptor en todos los complejos formados es similar, con valores promedio entre 1.7 a 2.4 A.
Por su parte, para la RMSD del ligando respecto a la proteina en la Figura 18b y 18c, se
observa que los Ligl, Lig3 y Lig5 se desestabilizan debido a que no presentan suficientes
interacciones para mantenerse en el receptor y se difunden. No obstante, el Lig7 es el que
presenta una mayor estabilidad con un valor promedio de 3.5 A, seguido de los Lig4, Lig6 y
Lig2 como se corrobora con la Tabla 26. Por otro lado, en la Figura 18d del RMSD del
ligando alineado a si mismo, se observa que el Lig6 tiene el mayor valor debido a que cambia
su conformacion al inicio de la trayectoria, pero luego se estabiliza a lo largo de la simulacion
y el Lig7 es el que presenta la menor desviacion con un valor promedio de 0.483 A.

En la Tabla 27, se muestran solo aquellas interacciones por puentes de hidrégeno que
presentan los ligandos con el receptor durante los 50 ns, con un porcentaje superior al 5%.

Tabla 27. Interacciones por puentes de hidrogeno presentadas durante la trayectoria de 50 ns con 7LO8 en NAMD.

Ligando Donador* ‘ Aceptor* ‘ % de ocupacion
Lig1 -
Lig2 ARG310-S LIG-S 6.24
LIG-S GLU222-S 38.68
ASN137-S LIG-S 6.68
Lig3 LIG-M ASP307-S 9.64
ASN137-S LIG-M 8.64
Lig4 -
Lig5 --
Lig6 LIG-S ASN137-S 8.64
Lig7 LIG-S TYR235-S 6.96
Lig8 --

*M es principal (por main en inglés) y S es lado (por side en inglés).
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En la Tabla 27, se observa que en Lig3 es el que presenta una mayor cantidad de
interacciones; sin embargo, el Lig2 es el que presenta un mayor porcentaje de ocupacion en
la interaccion con Glu222. Es importante destacar que todos los ligandos tienen pocas o
ninguna interaccioén con porcentajes mayores al 5% y solamente una interaccion es mayor al
10%. Lo anterior se puede explicar debido a que las interacciones que presentan los ligandos
probablemente sean en su mayoria de tipo hidrofébicas, como se menciona en la literatura.

A partir de las RMSD, las interacciones por puentes de hidrogeno y las simulaciones
observadas, se considerd que los Lig2, Lig4, Lig6 y Lig7 fueron los que presentaron una
mayor estabilidad durante los primeros 50 ns, por lo cual se consideré ampliar su tiempo de
produccion hasta 100 ns y se obtuvieron las RMSD de la proteina, del ligando respecto a la
proteina y del ligando respecto a si mismo como se muestran en la Figura 19.

a) RMSD Receptor 7LO8 b) RMSD Ligando 7LO8
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Figura 19. RMSD (4), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor y ¢) del ligando respecto a st mismo en cada
complejo con 7LOS analizado durante 100 ns en NAMD.

Asimismo, se obtuvo la Tabla 28 basada en las desviaciones cuadraticas medias de
las graficas anteriores de la Figura 19, en términos cuantitativos.
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para los complejos formados durante los 100 ns con 7LO8 en NAMD.

Tabla 28. RMSD promedio y maximo (4) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo

RMSD RMSD RMSD | RMSD WSD WSD
Ligando | Receptor | Receptor | Ligando | Ligando Ligando | Ligando
g P P g g alineado | alineado
promedio maximo promedio maximo
promedio maximo
Lig2 1.899 2.823 5.582 6.875 0.906 1.422
Lig4 2.430 3.447 4.848 7.997 1.269 1.599
Ligé6 2.547 3.452 5.423 8.023 2.044 2.677
Lig7 2.202 3.172 3.390 5.867 0.489 1.338

En la Figura 19a se observa que las RMSD de los receptores en presencia de los
diferentes ligandos son muy similares, comprobando con la Tabla 28 que los valores
promedio de RMSD varian entre 1.9 a 2.5 A. Con relacién a la Figura 19b y la Tabla 28, para
la RMSD del ligando respecto al receptor, se observa que el Lig7 es el que presenta un menor
valor de RMSD promedio, seguido del Lig4, el Lig6 y el Lig2; sin embargo, se observa que
todos se encuentran estables después de los 50 ns. Para la RMSD del ligando alineado a si
mismo, se observa en la Figura 19¢, que el Lig7 continua siendo el més estable y en la Tabla
28 es el que presenta un menor valor y se mantiene maés estable con respecto a su
conformacion inicial.

Adicionalmente, se determinaron las interacciones por puentes de hidrogeno para los
100 ns de simulacion, obteniendo que solamente el Lig2 obtuvo una interaccion por puente
de hidrégeno mayor al 5%, actuando el Lig-S como donador y el Glu222-S como aceptor
con un 36.84% de ocupacién. Lo anterior se deduce que es debido a que las interacciones
hidrofébicas son las que le dan la mayor estabilidad a los ligandos en la proteina.
Posteriormente, se calculd la energia libre de union con MMGBSA para los ligandos
simulados durante 100 ns realizando Ginicamente el célculo de la energia durante los Gltimos
50 ns y obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 29.

Tabla 29. Energias libres de union (kcal/mol) con MMGBSA de ligandos frente a receptor durante los ultimos 50 ns de la
trayectoria de 100 ns con 7LOS en NAMD.

Ligando AGmmGBsa
Lig2 —28.19
Lig4 —25.66
Lig6 —18.87
Lig7 —28.88

En la Tabla 29, se observa que la mejor energia la presenta el Lig7, seguido del Lig2,
luego Lig4 y finalmente el Lig6. Asimismo, el Lig7 es el que se comprueba presenta buena
estabilidad a lo largo de la trayectoria de simulacion.
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7.2.4.2 Dinamica molecular realizada en Amber

Asimismo, se realizaron las simulaciones de dinamica molecular con el programa
Amber considerando la mejor conformacion que interactia con los aminoécidos de interés y
la conformacién que se encuentra mas cercana a la parte media del canal. Para la
conformacién analizada, que interactia con los aminoéacidos de interés, se obtuvieron los
valores de la RMSD de la proteina, del ligando respecto a la proteina y del ligando respecto
a si mismo mostrados en las graficas de la Figura 20.
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Figura 20. RMSD (4), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor, ¢) del ligando respecto al receptor
(acercamiento) y d) del ligando respecto a si mismo en cada complejo con 7LO8 RA analizado durante 100 ns en Amber.

Adicionalmente, se obtuvo la Tabla 30 basada en las desviaciones cuadraticas medias
de las graficas anteriores de la Figura 20, en términos cuantitativos.

De acuerdo con la Figura 20a y la Tabla 30, se observa que la RMSD del receptor es
similar en la presencia de todos los ligandos excepto en la presencia de Lig3, donde presenta
una RMSD maximo de 6.9 A. Con relaciéon al RMSD del ligando alineado al receptor en la
Figura 20b y 20c, se observa que los Ligl, Lig4, Lig6, Lig7 y Lig8, no se difunden y tienen
una mayor estabilidad a lo largo de la mayor parte de la trayectoria, como se comprueba con
la Tabla 30. Asimismo, se verifica en la Tabla 30, que Lig6 y Lig7 son los que tienen menor
valor promedio de 2.8 y 2.6 A, respectivamente. Mientras que, la RMSD del ligando alineado
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a si mismo, en la Tabla 30, se observa con valores promedio menores a 1.8 A, siendo los
ligandos con mayor desviacion el Lig6, Lig7 y Lig8, como se presenta en la Figura 20d.

Tabla 30. RMSD promedio y maximo (4) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo
para los complejos formados durante los 100 ns con 7LO8 RA en Amber.

RMSD RMSD RMSD RMSD WSD WSD

Ligando Receptor | Receptor Ligando Ligando Ligando Ligando

alineado alineado

promedio maximo promedio maximo

promedio maximo
Lig1 1.894 2.661 5.733 8.244 1.093 1.547
Lig2 2.753 4.183 13.985 25.959 0.899 1.419
Lig3 3.620 6.856 21.569 42.358 0.784 1.376
Lig4 2.941 4.265 4.959 7.582 0.864 1.372
Lig5 1.862 2.694 34.640 89.814 0.834 1.284
Lig6 1.726 2.265 2.807 6.088 1.781 3.237
Lig7 2.120 2.708 2.596 5.425 0.904 2.558
Lig8 1.906 3.195 3.150 7.939 1.400 3.840

Por otro lado, se determind las RMSD de la proteina, del ligando respecto a la proteina
y del ligando respecto a si mismo, para las conformaciones que se presentaron en la region

central del canal, obteniendo los resultados que se presentan en la Figura 21.
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Figura 21. RMSD (4), a) del receptor, b) del ligando respecto al receptor; ¢) del ligando respecto al receptor
(acercamiento) y d) del ligando respecto a si mismo en cada complejo con 7LO8 RM analizado durante 100 ns en Amber.
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Asimismo, se obtuvo la Tabla 31 basada en las desviaciones cuadraticas medias de
las graficas anteriores de la Figura 21, en términos cuantitativos.

Tabla 31. RMSD promedio y maximo (4) del receptor, del ligando respecto al receptor y del ligando alineado a si mismo

para los complejos formados durante los 100 ns con 7LO8 RM en Amber.

RMSD RMSD RMSD RMSD WSD I?MSD

Ligando Receptor | Receptor Ligando Ligando Ligando Ligando

alineado alineado

promedio méaximo promedio méaximo

promedio méaximo
Lig1 1.538 2.229 27.806 50.471 0.994 1.915
Lig2 1.533 2.180 1.609 5.748 0.776 1.383
Lig3 2.015 3.186 2.657 5.205 0.522 1.344
Lig4 2.410 3.847 6.553 10.786 0.771 1.344
Lig5 2.251 3.118 2.593 8.603 0.779 1.344
Lig6 2.910 3.645 3.903 9.693 1.401 2.533
Lig7 2.374 3.366 1.550 3.754 0.607 1.290
Lig8 3.646 4.512 5.035 8.313 1.938 2.725

Con respecto a la Figura 21a y la Tabla 31, se observa que el RMSD del receptor
presenta un comportamiento similar en la presencia de los diferentes ligandos, teniendo
valores promedio entre 1.5 a 2.9 A, excepto para el Lig8 donde tiene un valor de RMSD
promedio de 3.6 A. Para el RMSD del ligando alineando al receptor, en la Figura 21b y 21c,
se observa que el Ligl es el que presenta la mayor desviacion; mientras que, la mayor
estabilidad la presentan el Lig7, Lig2, LigS y Lig3, con valores de RMSD promedio
presentados en la Tabla 31 de 1.6, 1.6, 2.6 y 2.7 A, respectivamente. Por su parte, para la
RMSD del ligando alineado a si mismo, se observa en la Figura 21d, que todos los ligandos
se encuentran estables al final de la trayectoria; sin embargo, exceptuando el Lig6é y Lig8,
los ligandos presentan un valor entre 0.5y 1.0 A.

Posteriormente, se determinaron las energias libres de union con el método
MMGBSA y MMPBSA para las simulaciones realizadas en Amber y para la minimizacion
de energia llevada a cabo en Lammps, obteniendo la Tabla 32.

De acuerdo con la Tabla 32, se observa que para las simulaciones en Amber, el
ligando que presentd la mejor energia libre de unién con el modelo MMGBSA en la region
de los aminodacidos clave fue el Lig7; mientras que, en la region media, fue el Lig8. Sin
embargo, con el modelo MMPBSA se observa que el Lig8 obtuvo la mejor energia libre de
unidn en la region de los aminoacidos de interés y el Lig4 obtuvo la mejor energia libre de
union en la regién media. Por otro lado, en las minimizaciones realizadas en Lammps, con el
fin de observar si la energia libre de uniéon mejoraba, con el modelo MMGBSA el Lig6
obtuvo la mejor energia libre en la region de los aminodcidos de interés y el Lig7 en la region
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media. Mientras que, con el modelo MMPBSA el Lig6 volvid a ser el mejor en la region de
los aminoacidos clave y el Lig4 en la region media.

Tabla 32. Energias libres de union (kcal/mol) con MMGBSA y MMPBSA de los ligandos frente al receptor 7LO8 durante
la trayectoria de 100 ns en los programas de Amber y LAMMPS.

. ., En Amber En LAMMPS
Ligandos Region AGmmcsa | AGummpssa AGMmGBsA AGmmpesa
Ligl Region de aa claves —22.20 1.82 —33.26 -0.97

Region media =27.19 0.31 =20.12 0.19
Lig2 Region de aa claves —28.34 —5.60 —25.72 —4.48
Region media —28.63 —2.87 —26.09 -5.39
Lig3 Region de aa claves —24.95 —4.18 -30.37 —11.01
Region media —25.40 1.13 -27.21 —6.42
Ligd Region de aa claves —26.75 0.20 —38.75 —10.47
Region media -37.41 —11.48 -37.39 —11.85
Ligs Region de aa claves —32.06 -3.43 —23.77 -9.13
Region media —33.85 —-5.39 —34.99 —-7.39
Lig6 Region de aa claves —37.53 -1.79 —40.89 —12.94
Region media —34.52 —4.79 —-37.09 —-10.13
Lig7 Region de aa claves —41.78 -3.36 —39.96 —3.07
Region media —37.78 —5.18 —40.55 —1.65
Lig8 Region de aa claves —36.16 —7.93 —36.82 -9.31
Region media —38.75 —6.87 —39.90 —-11.11

7.3 Analisis ADME y Farmacocinético

7.3.1

Analisis ADME en SwissADME

Los valores obtenidos en el analisis ADME realizado para todos los ligandos aza-heterociclos
Lig1 al Lig8, se presentan en la Tabla 33.

Tabla 33. Propiedades fisicoquimicas, lipofilicidad, solubilidad en agua, farmacocinética, semejanza con otros farmacos

y quimica medicinal de los ligandos aza-heterociclos (Ligl-Lig8).

Propiedades fisicoquimicas Lipofilicidad Solubilidad en agua
Peso Num. Niam. Num. .. Log § Solubilidad
Ligando Férmula lecular 1 ptores de | donadores de Refr:lztllav:dad "I“(ITASZ;A LogP o (SILICOS-| (mg/ml; Clase
(g/mol) rotables | puentes de H | puentes de H (MLOGP) 1T) mol/l)
Ligl Cl16H18FN303 319.33 3 5 2 92.55 74.57 1.04 -3.7 61'391;:024; Soluble
. 1.55¢-03 ; | Moderadamente
Lig2 C14H10N202 238.24 2 2 1 72.56 61.61 1.88 5.19 6.49¢-06 soluble
. 1.12e-03 ; | Moderadamente
Lig3 CI5H12N20 236.27 2 2 2 73.12 48.38 2.24 5.33 4.73¢-06 soluble
Lig4 C23H2INO 327.42 3 1 1 106.82 21.26 4.35 —8.54 940607 ; Poco soluble
2.87¢-09
N 6.09¢—02 ;
Lig5 C15H17NO5 291.3 5 5 1 79.79 73.86 1.06 3.68 2.09¢-04 Soluble
. . 8.18¢—07 ;
Lig6 C23H20N202 356.42 6 3 1 109.26 46.61 3.29 —8.64 2.30e-09 Poco soluble
Lig7 C31H26N202 458.55 6 2 2 143.46 50.04 4.34 -12.25 256606‘:;J103; Insoluble
Lig8 |CI9HI9CIN20S | 358.88 5 1 0 102.33 55.69 4.41 596 | 3:8¢704; | Moderadamente
1.11e-06 soluble
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Farmacocinética Semejanza con otros farmacos Qul.m.lca
medicinal
. Absorcion | Permeabilidad | Sustrato | Inhibid Inhibid Inhibidor | Inhibid Inhibid Log Kp Ay Puntuacion de
Ligando GI BBB P-gp | CYP1A2 |CYP2C19| CYP2C9 | CYP2D6 | CYP3A4 | (cmis) Lipinski biodisponibilidad | TAINS
Ligl Alta No Si No No No No No —8.98 [Si; 0 violaciones 0.55 0 alertas
Lig2 Alta Si No Si Si Si Si Si —5.24 [Si; 0 violaciones 0.55 0 alertas
Lig3 Alta Si No Si Si No No No —5.31 |[Si; 0 violaciones 0.55 0 alertas
Lig4 Alt Si Si Si i Si Si si —4.53 | Si 1 violacién: 0.55 0 alert
1g a 1 1 1 1 1 1 1 . MLOGP>415 . alertas
Lig5 Alta No No No Si No No No —6.57 |Si; 0 violaciones 0.55 0 alertas
Lig6 Alta Si Si Si Si Si Si Si —4.77 |Si; 0 violaciones 0.55 0 alertas
Lig7 Baja No No Si No No No si 3.7 | St 1 violacion: 055 0 alertas
% d 7| MLOGP>4.15 :
. ) . . . . B , . Si; 1 violacion: .
Lig8 Alta Si Si Si Si Si No Si 5.12 MLOGP>4.15 0.55 0 alertas

Abreviaturas: TPSA=Area de superficie polar topologica, LogP,r=logaritmo del coeficiente de particién n-octanol/agua,
Absorcion GI=Absorcion gastrointestinal, Permeabilidad BBB= permeabilidad de la barrera hematoencefalica, Sustrato P-
gp=Sustrato de la glicoproteina P, CYP=Isoenzimas del citocromo p450 y Log Kp=Permeabilidad de la piel.

Se observa en la Tabla 33, que el Lig7 tiene un mayor peso molecular, los Ligé y
Lig7 son los que presentan una mayor cantidad de enlaces rotables, los Ligl y Lig5 son los
que tienen una mayor cantidad de aceptores de puentes de H y los Lig1, Lig3 y Lig7 la mayor
cantidad de donadores de puentes de H. Todos los ligandos exceptuando el Lig7, presentan
un valor de refractividad molar dentro del rango ideal (40-130) y todos los ligandos cumplen
con tener un valor de TPSA menor a 140 A% y un valor de LogP menor a 5.

En relacion a la solubilidad, los Ligl y Lig5 son los mas solubles y en la
farmacocinética, se observa que todos los compuestos, excepto el Lig7, presentan una alta
absorcion gastrointestinal; en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica los Ligl, Lig5
y Lig7 no son permeables, mientras que el resto si lo son; para sustratos de la glicoproteina
P y para inhibidores del citocromo p450 se presentan una mayor variacion, siendo inhibidores
y/o sustratos; y en la permeabilidad de la piel se observa que todos tiene valores muy
negativos siendo todos los compuestos poco permeables, dentro de ellos el més permeable
es el Lig7.

Finalmente, para las reglas de Lipinski se observa que todos los compuestos cumplen
con ella, a pesar de que los Lig4, Lig7 y Lig8 presentan una violacion, lo cual es permitido;
la puntuacion de biodisponibilidad oral fue igual para todos los compuestos, cumpliendo para
todos con ser mayor al 10% y ninguno de ellos presentd una alerta de PAINS de falsos
positivos.

7.3.2  Analisis Farmacocinético mediante calculos de QSAR

Para el analisis farmacocinético, se muestran en la Tabla 34, los resultados obtenidos
sobre las propiedades antiinfeccioso y antibacterial (con valores posibles entre 0 a 1), de la
base de datos PassOnline para los ligandos propuestos (Figura 1).
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Tabla 34. Pa y Pi considerando la propiedad antiinfeccioso y antibacterial de los ligandos aza-heterociclos estudiados

(Figura 1).

No. | Ligando Compuesto CID Antiinfeccioso Antibacterial
en PubChem Pa Pi Pa Pi

1 Ligl 4539 0.880 0.004 | 0.526 | 0.014
2 Lig2 280309 0.302 0.101 -- --

3 Lig3 - 0.353 0.067 | 0.229 | 0.095
4 Lig4 12752812 -- -- -- --
5 Lig5 72711082 -- -- -- --
6 Lig6 -- -- -- -- --
7 Lig7 -- -- -- -- --
8 Lig8 -- -- -- -- --

Nota: Los valores de antiinfeccioso y antibacterial se obtuvieron de la base de datos PassOnline.

Se observa que el Ligl presenta buenos valores de actividad tanto antiinfecciosa
como antibacterial, el Lig2 tiene un valor relativamente bueno para la propiedad
antiinfecciosa y el Lig3 presenta valores relativamente buenos para ambas propiedades,
teniendo mejor actividad antiinfecciosa. Los demas valores no se lograron predecir con esta
base de datos.

7.3.2.1 ICs9 y pICsg de compuestos conocidos

Para el andlisis farmacocinético se enlistaron los valores ICso y pICso de compuestos
conocidos que se presentan en la Tabla 35.

Tabla 35. ICsy (nM) y pICsy de compuestos conocidos.

No. Nombre Compuesto ICs pICso Valor obtc?nido del
CID organismo
1 Ligl 4539 3500 5.46 S. aureus [143]
2 Lig2 280309 9000 5.05 Homo sapiens [144]
2 Oxacilina 6196 1245.52 5.90 S. aureus [145]
3 Penicilina G 5904 5980.86 5.22 S. aureus [146]
4 Mupirocina 446596 279.65 6.55 S. aureus [147]
5 Penicilina V 6869 1426.94 5.85 S. pneumoniae [148]

Nota: Los valores de ICso fueron obtenidos de la base de datos ChEMBL y los valores de pICso fueron
calculados en la plataforma Sanjeev’s Lab.

Es importante resaltar que los valores obtenidos de la base de datos ChEMBL fueron
rescatados de una lista de valores donde se tenian valores para diferentes organismos. Se
deduce que la mupirocina es la que tiene un valor mayor de pICso que se traduce como tener
una mayor potencia para inhibir a la bacteria. Asimismo, se aprecia en la tabla que, si se
compara el Ligl y Lig2, los valores de la mitad de la concentracion inhibitoria media maxima
y de su logaritmo son mejores para el Ligl en comparacion con el Lig2.
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7.3.2.2 LogP de compuestos conocidos

Los valores del coeficiente de reparto n-octanol/agua (LogP) que representan la
lipofilicidad del ligando y su distribucion en un sistema con los dos disolventes, se obtuvieron
de la base de datos SwissADME para los compuestos conocidos y se utilizaron para el calculo
de QSAR, como se muestran en la Tabla 36.

Tabla 36. LogP de compuestos conocidos.

No. Nombre Compuesto CID LogP
1 Ligl 4539 2.16
2 Lig2 280309 1.95
2 Oxacilina 6196 2.04
3 Penicilina G 5904 1.58
4 Mupirocina 446596 4.48
5 Penicilina V 6869 1.77

Nota: Los valores de LogP utilizados fueron los calculados con el método simple, robusto y eficiente
conocido como iLogP [149].

Para realizar el andlisis QSAR se utilizd como actividad biologica el pICso y como
descriptores, el valor de LogP y los valores de las energias de los orbitales frontera HOMO

y LUMO, como se muestra en la Tabla 37.

Tabla 37. Actividad pICsyy Descriptores (LogP, Energia de HOMO (eV) y Energia de LUMO (eV)) de compuestos

conocidos.
Nombre Compuesto | Actividad Descriptores

CID pICso LogP Enomo Evumo

Lig1 4539 5.46 2.16 —8.27 2.40
Lig2 280309 5.05 1.95 —7.78 1.72
Oxacilina 6196 59 2.04 —9.82 3.22
Penicilina G 5904 522 1.58 —10.00 3.66
Mupirocina 446596 6.55 4.48 —10.95 5.32
Penicilina V 6869 5.85 1.77 —10.10 3.56

A partir de los datos de las Tabla 37 y el programa de EasyQSAR se obtiene la
ecuacion para determinar los pICso y los porcentajes de contribucion de cada descriptor a la
actividad, donde para que la ecuacion sea buena descriptora se requiere que los porcentajes
sean mayores al 50%, lo cual se observa que si se cumple.

pICso = —1.779771286111 + 6.105874965750x10~ (LogP) + —9.455644056322x10"!

(Eromo) + —8.881095608665 107! (Erumo)

(LogP) =63.45%

(Ec. 11)
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(Enomo) = 60.06%
(Evumo) = 69.99%

Posteriormente, se determinaron con la ecuacion 11 los valores de pICso para las
moléculas faltantes Lig3 al Lig8, para el Lig9 y para el farmaco de meticilina, obteniendo
los valores que se muestran en la Tabla 38. Adicionalmente, se coloco en la Tabla 38 la
propiedad de actividad antiinfecciosa que se predice para los compuestos analizados (con
valores posibles entre 0 a 1); no obstante, no todos los valores se lograron predecir.

Tabla 38. Actividad antiinfecciosa (Pa), descriptores (LogP, Energia de HOMO (eV) y Energia de LUMO (eV)) y pICsg
calculado con la ecuacion 11 y reportado en la literatura de compuestos conocidos, ligandos Lig3 al Lig8 y otros
compuestos de interés.

. Ant,l i Test PICs pICso % Error
N, | e ([T e calcu reportado | relativo
(Pa) LogP | Enomo | Erumo | lado
1 Ligl 0.880 2.16 —8.27 2.40 5.23 5.46 421
2 Lig2 0.302 1.95 —7.78 1.72 5.24 5.05 3.76
3 Oxacilina 0.925 2.04 -9.82 3.22 5.89 5.9 0.17
4 Penicilina G 0.618 1.58 | —10.00 3.66 5.40 5.22 3.45
5 Mupirocina -- 448 | —10.95 5.32 6.58 6.55 0.46
6 Penicilina V 0.658 1.77 | —10.10 3.56 5.69 5.85 2.74
7 Lig3 0.353 3.43 —7.27 2.40 5.06
8 Lig4 -- 53 —7.13 3.08 5.46
9 Lig5 -- 2.12 —8.24 2.57 5.03
10 Ligé -- 5.22 —7.24 2.27 6.24
11 Lig7 -- 7.36 —7.08 2.63 7.07
12 Lig8 -- 4.74 —8.36 3.26 6.12
13 Lig9 -- 2.63 —8.09 0.13 7.36
14 Meticilina 0.611 1.72 —9.86 3.80 5.21 5.24 ‘ 0.57

Es importante mencionar que los valores de LogP utilizados para los ligandos
restantes fueron aquellos que se determinaron por el método de XlogP3 [150] debido a que
los valores eran buenos y lo6gicos de acuerdo con los resultados. El valor de pICso obtenido
para la meticilina con la ecuacion es de 5.21, mientras que el valor procesado que se indica
en las bases de datos ChEMBL y Sanjeev’s Lab para el S. aureus es de 5.24 [151], lo cual
demuestra que la ecuacion predice buenos valores de pICso, muy cercanos a los reportados,
teniendo un porcentaje de error relativo menor al 1%. En general, se obtuvieron buenos
valores de pICso, siendo los mejores los del Lig9 y el Lig7. También, se observa que la
propiedad aniinfecciosa presenta una tendencia similar al pICso reportado por la literatura
para la mayoria de los compuestos, puesto que la oxacilina es la que tiene un valor de
actividad mayor y un valor de pICso mas alto, después de la mupirocina, dentro de los
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compuestos conocidos. Ademas, se determind el porcentaje de error relativo con la ecuacion
12 considerando los valores experimentales (valor real) como los valores de referencia
reportados en las bases de datos, en donde se aprecia que todos los porcentajes de error son
menores al 4.5%.

valor real — valor calculado

%erroryeiativo = —alor redl x 100 (Ec.12)

7.4 Analisis de la reactividad global y local intrinseca de los ligandos Ligl al Lig8
7.4.1 Reactividad global de los ligandos Lig1 al Lig8

Los ligandos aza-heterociclos estudiados, presentan las siguientes propiedades de
reactividad intrinseca global calculada con la Teoria de los Funcionales de la Densidad, que
se presentan en la Tabla 39.

Tabla 39. Propiedades de reactividad intrinseca global (en eV) de cada uno de los ligandos Ligl al Lig8.

Ligando 1 A M X n S w
Ligl | 7.552 | 0.459 | —4.006 | 4.006 | 3.547 [0.141 | 2.262
Lig2 | 7.768 | 1.009 | —4.389 | 4.389 | 3.379 [0.148 | 2.850
Lig3 | 7.222 | 0331 | =3.777 | 3.777 | 3.445 | 0.145| 2.070
Ligd | 6.729 | 0.015 | —3.357 | 3.357 | 3.372 | 0.148 | 1.671
LigS | 8.027 | 1.714 | —3.156 | 3.156 | 4.871 [0.103 | 1.022
Lig6 | 6946 | 0397 | —3.672 | 3.672 | 3.274 | 0.153 | 2.059
Lig7 | 6.654 | 0.323 | —3.488 | 3.488 | 3.166 | 0.158 | 1.921
Lig8 | 7.148 | 0.052 | —3.600 | 3.600 | 3.548 [0.141 | 1.826

Se observa en la Tabla 39, para /, el Lig7 es aquel que requiere suministrarle menos
energia para arrancar el electron, para u, el LigS es el que presenta una menor tendencia a
que se escapen los electrones de ¢l y una mayor 4 y para la y, el Lig2 es el que presenta un
mayor valor debido a que atrae mas fuertemente los electrones hacia su nicleo. Asimismo,
el Lig5 es el mas duro y el Lig7 el mas blando. Para el o, se observa que el Lig5 es el menos
electrofilico; mientras que el Lig2, tiene el mayor indice lo que se interpreta como ser mas
electrofilico.

Con relacion a los mapas de potencial electrostatico, se presentan en el Anexo II:
Mapas de potencial electrostatico de los ligandos Ligl al Lig8, observando que las regiones
de color azul son aquellas deficientes de electrones y se consideran mas propensas a donar
un protén. Por otro lado, las regiones de color rojo son aquellas ricas en electrones que
podrian actuar como aceptores de protones.
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7.4.2 Reactividad local de los ligandos aza-heterociclos estudiados

7.4.2.1 Analisis de la principal o principales interacciones por puentes de hidrogeno
entre el ligando con la mejor afinidad y posible inhibicion y cada uno de los
receptores

7.4.2.1.1 Lig6 analizado para el receptor SNAW
A partir del andlisis de los resultados de acoplamiento y dindmica molecular, se

observa que el Lig6 es aquel que presenta una mejor estabilidad y afinidad. Con el mapa de
potencial electrostatico de dicho ligando, se observa que las areas de color rojo (regiones
ricas en electrones) corresponden a los oxigenos de Lig6; por su parte, el area de color azul
(deficiente de electrones) corresponde al hidrogeno unido al nitrégeno del indol que a su vez
actia como donador en las interacciones por puentes de hidrogeno de las simulaciones de
dindmica molecular y los aminoacidos Ser604 y Leu775 actian como aceptor. En la Figura
22, se observa las dos interacciones mayormente presentadas entre el hidrégeno unido al
nitrégeno del indol del Lig6 y los aminodcidos mencionados del receptor.

Figura 22. Captura de las interacciones entre el H unido al N del Lig6 y el receptor 3SNAW durante la simulacion de
Dinamica Molecular, actuando el H como donador (azul).

Asimismo, se presenta en la Figura 23, el valor de la funcion de Parr+ que tiene el
hidrogeno participante en las interacciones por puentes de hidrogeno y como se comprueba
en el Anexo III Funciones de Parr de los ligandos Ligl al Lig8, el Lig6 tiene para ese
hidrégeno un valor de Parr+ de 0.31, el cual es superior al resto de los hidrogenos que
presentan valores entre 0.06 2 0.10 e
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Figura 23. Estructura molecular del Ligé numerada para identificar los dtomos y valor de la funcion de Parr+ para el H
que interactua en las simulaciones de Dinamica Molecular.

7.4.2.1.2 Lig6 analizado para el receptor 2UWX
De acuerdo con los resultados de acoplamiento y dindmica molecular, se considera

que el Lig6 presenta una afinidad superior al resto de los ligandos. A partir del mapa de
potencial electrostatico del Lig6, se tienen las areas de color rojo, es decir, las regiones ricas
en electrones, las cuales corresponden a los atomos de oxigeno de Lig6 y el area de color
azul, es decir aquella deficiente de electrones, la cual corresponde el hidrogeno unido al
nitrégeno del indol. En este caso, la Ser460 actua como donador y el oxigeno de la oxima del
Lig6 actia como aceptor. En la Figura 24, se observa la interaccion por puente de hidrogeno
entre el oxigeno del Lig6 y el receptor.

Figura 24. Captura de las interacciones entre el O de la oxima del Lig6 y el receptor 2UWX durante la simulacion de
Dinamica Molecular, actuando el O como aceptor (rojo).
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En la Figura 25, se presenta el valor de la funcion de Parr— que tiene el oxigeno
participante en las interacciones por puentes de hidrogeno y como se comprueba en el Anexo
I, dicho oxigeno del Lig6 presenta el valor de 0.09 e™. Este oxigeno participa mayormente
que el otro en las interacciones debido a que es el que se encuentra mas adentrado en la region
del sitio activo.

L His
Figura 25. Estructura molecular del Ligé numerada para identificar los atomos y valor de la funcion de Parr— para el O

que interactua en las simulaciones de Dinamica Molecular.

7.4.2.1.3 Lig5 analizado para el receptor SM19
Con base en el andlisis de los resultados de acoplamiento y dinamica molecular, se

considera que el Lig5 presenta una buena afinidad y estabilidad. Por lo tanto, considerando
el mapa de potencial electrostatico del Lig5, se observan las areas de color rojo (ricas en
electrones), las cuales corresponden a los atomos de oxigeno de los grupos éster y éter y el
area de color azul (deficiente de electrones), que corresponde al hidrégeno unido al nitrégeno
de la quinolina y a los atomos de carbono de los carbonilos. Para este receptor, las
interacciones principales se dan entre la Asn464 actuando como donador y el Lig5 como
aceptor y la Thr600 que actiia como aceptor y el LigS como donador. En la Figura 26, se
observa la interaccion por puente de hidrégeno entre el oxigeno del carbonilo del éster y la
Asn464 y el hidrégeno unido al nitrogeno del indol y la Thr600.

.
Figura 26. Captura de las interacciones entre el O del Lig5 y el receptor 5M19 y el H del Lig5 y el receptor 5SM19
durante la simulacion de Dinamica Molecular, actuando el O como aceptor (rojo) y el H como donador (azul).
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Asimismo, se presenta en la Figura 27, el valor de la funcién de Parr+ y Parr— que
tiene el hidrogeno y el oxigeno del Lig5 en las interacciones por puentes de hidrégeno y
como se comprueba en el Anexo III, el Lig5 tiene para ese hidrogeno un valor de Parr+ de
0.30, el cual es superior al resto de los hidrégenos que presentan valores entre 0.06 a2 0.10 e~;
mientras que, el oxigeno tiene un valor de Parr— de 0.35, el cual es superior al resto de los
oxigenos.

P~ =0.35

Figura 27. Estructura molecular del Lig5 numerada para identificar los atomos y valor de la funcion de Parr+ para el H
y Parr— para el O que interactia en las simulaciones de Dinamica Molecular.

7.4.2.1.4 Lig7 analizado para el receptor 7LO8
De acuerdo con los resultados de acoplamiento y dindmica molecular, se considera

que el ligando con la mejor afinidad es el Lig7, donde al revisar las simulaciones llevadas a
cabo en los programas de NAMD y Amber, se observa que la region denotada con color azul
en el mapa de potencial electrostatico, corresponde a los hidrégenos que actuaron como
donadores en las interacciones por puentes de hidrégeno durante la simulacion y la region de
color rojo corresponde a los 4tomos de oxigeno que actuaron como aceptores durante
determinados momentos de las simulaciones de dinamica molecular. En la Figura 28, se
muestra una captura de la simulacién, donde se observa una linea azul punteada entre el
hidrogeno del ligando que se encuentra unido al nitrogeno del indol y el Glu222 del receptor.

el
Figura 28. Captura de las interacciones entre el H unido al N del Lig7 y el receptor 7LO8 durante la simulacion de
Dinamica Molecular, actuando el H como donador (azul).
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Por otro lado, también se presenta en la Figura 29, el valor de la funcion de Parr+ que
tiene el hidrégeno observado anteriormente y que interacttia con el receptor, en comparacion
con los hidrogenos unidos a los carbonos, se observa en el Anexo III para el Lig7, que todos
los hidrégenos exceptuando el hidrogeno unido al otro nitréogeno del indol presentan valores
mucho menores de aproximadamente 0.06 a 0.09 e™.

Pt =10.31 P@
~a

Figura 29. Estructura molecular del Lig7 numerada para identificar los atomos y valor de la funcion de Parr+ para el H
que interactua en las simulaciones de Dinamica Molecular.
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8. Conclusiones

Gracias al estudio in silico realizado, haciendo uso de la técnica de acoplamiento
molecular con base en las interacciones presentadas y la energia de afinidad y la técnica de
dinamica molecular determinando los valores de la desviacion cuadratica media, la residencia
de las interacciones por puentes de hidrégeno y las energias libres de union calculadas con
los métodos MMGBSA y MMPBSA, se logré evaluar la afinidad y estabilidad de los
ligandos aza-heterociclos estudiados (Figura 1) frente a las distintas proteinas: proteina
efectora NleL (3NAW), proteina de union a la penicilina 1b (2UWX), proteina de union a la
penicilina 2a (5M19) y la bomba de eflujo NorA (7LOS).

Para la proteina efectora NleL del E. coli, se considera que el Lig6é present6 buena
afinidad e interacciones favorables en el sitio de inhibicion 1, lo cual se comprobd con la
simulacion de dindmica molecular donde se observo una estabilidad buena en las RMSD y
una muy buena energia libre de unidn superior al resto de los ligandos analizados. Por otro
lado, para el receptor PBP1b del S. pneumoniae, se observa que el Lig9 presenté mejores
resultados de afinidad en los célculos de acoplamiento molecular que los ligandos analizados;
sin embargo, en la simulacion de dindmica molecular se observa que, tanto en estabilidad
como en energia libre de union, el Lig6 es aquel que presentd los mejores resultados. Para la
macromolécula PBP2a del SARM, se observa que, para los célculos de acoplamiento
molecular, se tuvieron buenos resultados similares para varios ligandos; por lo que, con las
simulaciones de dindmica molecular se determind que el Lig5 y Lig6 son aquellos que
presentaron las mejores energias libres de union y mejor estabilidad, siendo superior en
estabilidad el Lig5. Por otra parte, para la bomba de eflujo NorA del SARM, se analizaron
dos regiones posibles, donde en ambos casos, el Lig7 presentd buenas interacciones y
afinidad y una buena estabilidad a lo largo de la trayectoria.

A partir del andlisis farmacocinético y ADME, se observa que todos los ligandos
cumplen con las reglas de Lipinski y presentan una buena biodisponibilidad, asi como buenas
propiedades farmacocinéticas. Es importante destacar que el LigS presenta una solubilidad
muy similar al farmaco Ligl usado como referencia y que Lig7 no presenta una absorcion
gastrointestinal alta a diferencia del resto de los ligandos. Adicionalmente, en relacion al
analisis QSAR realizado para la obtencion del pICso, se observa que todos los ligandos
presentan valores muy similares a los farmacos utilizados como referencia ademas de que el
Lig7 presenta un valor incluso superior a dichos farmacos, seguido por el Lig6.

Finalmente, en el analisis de la reactividad global y local intrinseca, se observa que el
LigS es el mas duro y el Lig7 el mas blando, por lo que éste tltimo se considera que
reaccionard mas facil que una molécula dura. Asimismo, el Lig2 tiene el mayor indice de
electrofilicidad, por lo que se considera el ligando maés electrofilico. Gracias al estudio
realizado, se espera que los ligandos que presentaron la mejor afinidad por el receptor, sean
candidatos a sustancias activas que puedan, después de diversas pruebas in vitro e in vivo,
inhibir los receptores de dichos patogenos estudiados causantes de multiples enfermedades.
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10.Anexos

10.1 Anexo I. Interacciones por puentes de hidrogeno durante 100 ns de las

simulaciones de Dinamica Molecular de Amber

10.1.1 Receptor 2UWX

Para efectos de comparacion, se determinaron las interacciones por puentes de
hidrégeno presentes con un porcentaje de ocupacion superior al 5%, durante los 100 ns de
trayectoria en Amber, las cuales se muestran en la Tabla Al.

Tabla Al. Interacciones por puentes de hidrogeno presentadas durante la trayectoria de 100 ns de 2UWX en Amber.

Ligando Puentes de hidrogeno con aminoacidos de interés
Donador* Aceptor* % de ocupacion
THR654-S LIG-S 41.96

Ligl THR654-M LIG-S 39.14
LIG-S ASNS500-S 5.15

THR629-S LIG-M 6.61

LIG-M ASNS518-S 5.24

ASN656-S LIG-S 17.04

Lig2 ASN656-S LIG-M 10.47
MET497-M LIG-S 6.68
MET497-M LIG-M 6.25
GLY559-M LIG-S 14.59
ASN656-S LIG-S 16.46
GLY559-M LIG-S 15.30
) SERS553-S LIG-S 15.66

Lig3

LIG-M SER457-S 5.33
MET497-M LIG-M 16.85
ASN492-S LIG-S 5.55

) THR654-S LIG-S 7.86

Lig4

ASN693-S LIG-S 8.77
THR654-M LIG-S 44.08
ALA460-M LIG-S 25.33

Lig5 THR654-S LIG-S 17.23
THR652-S LIG-S 15.33

LIG-M GLN686-S 5.21

THR654-S LIG-M 9.38

LIG-S THR629-M 6.21

THR654-S LIG-S 7.40

Lig6 LIG-M GLN686-M 6.09
GLN686-S LIG-S 14.49
LIG-M THR629-M 34.96

GLN686-S LIG-M 18.13
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LIG-S MET661-S 5.21
ASN693-S LIG-S 31.42

Lig7 GLN686-S LIG-S 7.78
THR652-S LIG-M 12.42

LIG-M TYR498-S 16.61

LIG-M TYRS515-M 5.83

SER516-S LIG-S 10.71
THR654-M LIG-S 73.16
ASNS518-S LIG-M 60.08

LIG-S THR654-S 5.10
Lig9 LIG-S ASNS518-S 14.54
THR652-S LIG-S 61.93
ASNS500-S LIG-S 19.20
ALA460-M LIG-S 36.38

LIG-S VAL628-M 6.73

*M es principal (por main en inglés) y S es lado (por side en inglés).

En la Tabla A1, se puede observar que el Lig9 es el ligando que presenta una mayor

cantidad de interacciones superiores al 5% con un total de nueve, seguido por el Ligé que

presenta siete interacciones. No obstante, solamente el Lig9 presenta interacciones con

porcentajes superiores al 50% con Thr654, Asn518 y Thr652.

10.1.2 Receptor SM19

Para efectos de comparacion, se determinaron las interacciones por puentes de

hidrégeno presentes con un porcentaje de ocupacion superior al 5%, durante los 100 ns de
trayectoria en Amber, las cuales se muestran en la Tabla A2.

Tabla A2. Interacciones por puentes de hidrogeno presentadas durante la trayectoria de 100 ns de S5M19 en Amber.

Puen'tes ,d? hldrogeno cron Otros puentes de hidréogeno
. aminoacidos de interés
Ligando
% de % de
Donador* | Aceptor* ., Donador* Aceptor* .,
ocupacion ocupacion
ASN464-S LIG-S 29.34 LYS604-S LIG-S 26.44
Ligl THR600-M LIG-S 31.10 --
THR600-M LIG-M 6.45 --
ASN464-S LIG-S 28.93
Lig2 LIG-M THR600-S 9.89 --
LIG-M GLN521-S 32.73
LIG-M THR600-M 6.68 LIG-M TYRS519-M 17.44
LIG-M GLU602-S 8.87
Lig3 LIG-M SER598-S 14.21
N LIG-M HID583-S 12.13
LYN597-S LIG-M 10.49
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LYNS597-S LIG-S 8.58
SER598-M LIG-M 6.43
Lig4 -- GLU447-M LIG-M 10.46
LIG-M THR600-S 56.02
ASN464-M LIG-S 13.76
Lig5 TYR446-M LIG-S 8.51 --
ASN464-S LIG-M 14.79
TYR446-M LIG-M 23.11
ASN464-S LIG-S 56.65
Lig6 ASN464-S LIG-M 13.21 B
TYR446-M LIG-S 72.19
LIG-M SER403-S 30.03
Lig7 ASN464-S LIG-S 9.07 B
LIG-M THR600-S 12.93

*M es principal (por main en inglés) y S es lado (por side en inglés).

En la Tabla A2, se puede observar que el Lig3 es el que presenta una mayor cantidad
de interacciones por puentes de hidrogeno con un total de ocho, seguido del Lig5 con cinco
interacciones; no obstante, el Lig6 presenta dos interacciones con porcentajes superiores al
50% con los aminoacidos Asn464 y Tyr446 y el Lig5 una interaccion con el aminoacido

Thr600.

10.1.3 Receptor 7LO8

Las interacciones por puentes de hidrégeno que presentan los ligandos con el receptor
durante los 100 ns con un porcentaje de ocupacion superior al 5% en las simulaciones
realizadas en Amber, se muestran para la region de los aminodcidos clave en la Tabla A3 y
para la region media del canal en la Tabla A4.

Tabla A3. Interacciones por puentes de hidrogeno presentadas durante la trayectoria de 100 ns de 7LO8 de RA en Amber.

Ligando Donador* Aceptor* % de ocupacion
LIG-S ASN137-S 35.58
Ligl ASH307-S LIG-S 69.38
SER226-M LIG-S 15.88
SER226-M LIG-M 9.34
LIG-M ASN137-S 19.12
Lig2 TYR131-S LIG-M 5.83
TYR131-S LIG-S 8.20
LIG-M PHE13-S 7.25
Lig3 LIG-M PHE6-M 6.67
TYR131-S LIG-S 9.36
Lig4 -
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, LIG-M SER241-S 11.93
LigS LIG-M THR245-S 15.43
Lig6 LIG-M ASH307-S 3115
LIG-S GLU222-S 109.89
Lig7 ASNI37-S LIG-S 11.25
LIG-M ASNI37-S 56.65
Lig8 --

*M es principal (por main en inglés) y S es lado (por side en inglés).

En la Tabla A3, se observa que Ligl es el que presenta mas interacciones, siendo una
de ellas con el Ash307 con un porcentaje superior al 50%. Otras interacciones superiores al
50%, las presenta el Lig7 con el Glu222 y la Asn137.

Tabla A4. Interacciones por puentes de hidrogeno presentadas durante la trayectoria de 100 ns de 7LO8 de RM en

Amber.
Ligando Donador* Aceptor* % de ocupacion
Lig1 LIG-S ILE136-M 6.27
ASN340-S LIG-S 12.78
Lig2 LIG-M ASN137-S 62.17
ASN340-S LIG-M 11.19
LIG-M GLU222-S 29.82
Lig3 ASN340-S LIG-S 10.59
LIG-M GLU222-S 81.09
Lig4 -
) ASN332-S LIG-S 20.15
Lig5
GLNS51-S LIG-S 9.06
LIG-M THR314-S 43.22
Lig6 GLNS51-S LIG-S 11.57
GLNS51-S LIG-M 8.04
Lig7 LIG-S GLU222-S 85.94
LIG-M GLNS51-S 21.41
Lig8 --

*M es principal (por main en inglés) y S es lado (por side en inglés).

En la Tabla A4, se observa que Lig2 es el que presenta mas interacciones y tiene una
interaccion con la Asn137 con un porcentaje superior al 50%. Otras interacciones superiores
al 50%, las presenta el Lig3 y el Lig7 con el Glu222.
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10.2 Anexo II. Mapas de potencial electrostatico de los ligandos Ligl al Lig8

Figura A1 Mapas de potencial electrostatico de a) Ligl, b) Lig2, c) Lig3, d) Lig4, e) Lig$5, f) Lig6, g) Lig7 y h) Lig8.
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10.3 Anexo II1. Funciones de Parr de los ligandos Ligl al Lig8

Tabla AS5. Funciones de Parr del Ligl.

Atomo Atomo Parr+ Parr—
numerado

F F 0.146775 | 0.078194
(0] Ol 0.393174 | 0.230386
(0] 02 0.370364 | 0.336884
(0] 03 0.399418 | 0.317519
N N1 0.324428 | 0.236445
N N2 0.521203 | 0.490003
N N3 0.274451 | 0.221084
C Cl 0.060623 | 0.03864
C C2 0.058472 | 0.036922
C C3 0.072997 | 0.046716
C C4 0.082376 | 0.045454
C C5 0.070217 | 0.123725
C Co6 0.090105 | 0.128382
C C7 0.154157 | 0.095221
C C8 0.035361 | 0.031566
C C9 0.06089 | 0.153249
C C10 0.127118 | 0.056186
C Cl1 0.047222 | 0.029109
C Cl12 0.108245 | 0.171208
C Cl13 0.020038 | 0.087763
C Cl4 0.08432 | 0.015586
C Cl15 0.237062 | 0.217762
C Clé6 0.221267 | 0.260389
H Hl1 0.077603 | 0.118679
H H2 0.097713 | 0.115169
H H3 0.093694 | 0.115465
H H4 0.077616 | 0.11563
H H5 0.069911 | 0.099195
H Ho6 0.080468 | 0.121705
H H7 0.060293 | 0.119699
H HS 0.060762 | 0.098019
H H9 0.225646 | 0.310467
H H10 0.08214 | 0.115753
H H11 0.094312 | 0.141992
H H12 0.091905 | 0.1167

H H13 0.096153 | 0.129791
H H14 0.089691 | 0.147178
H HI15 0.081079 | 0.102977
H H16 0.07884 | 0.089457
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anjian

H17 0.074837 | 0.109469
H18 0.326164 | 0.368475

Tabla A6. Funciones de Parr del Lig2.

. Atomo
Atomo Parr+ Parr—
numerado

01 0.311491 | 0.137468
02 0.302527 | 0.141622
N1 0.417613 | 0.376001
N2 0.000383 | 0.087861
Cl 0.035273 | 0.007732
C2 0.079297 | 0.135163
C3 0.056685 | 0.16197
C4 0.153144 | 0.022611
C5 0.02687 | 0.00989
Cé6 0.13867 | 0.020931
C7 0.137325 | 0.057873
C8 0.039116 | 0.090591
C9 0.105184 | 0.014371
C10 0.110734 | 0.052838
Cl1 0.118854 | 0.061838
Cl2 0.114944 | 0.056228
C13 0.118945 | 0.055247
Cl4 0.1404 | 0.025158
HI 0.084877 | 0.142427
H2 0.316239 | 0.356882
H3 0.084286 | 0.140224
H4 0.076522 | 0.1309

H5 0.092284 | 0.142988
Hé6 0.087333 | 0.117653
H7 0.082427 | 0.114062
HS8 0.081324 | 0.12593
H9 0.079699 | 0.125786
H10 0.072268 | 0.132119

esjijasiiasiiasiiasiisiiasiiasiianiis Mo NoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoI-A Ao Ne)

Tabla A7. Funciones de Parr del Lig3.

Atomo LT Parr+ Parr—
numerado
H Hl1 0.076359 | 0.11993
C Cl 0.144559 | 0.047795
C C2 0.153946 | 0.072307
C C3 0.03941 | 0.009503
C C4 0.05506 | 0.004248
C C5 0.128641 | 0.016977
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Cé6
H2
H3
N1
H4
C7
C8
C9
C10
Cl1
Cl12
H5
Hé6
H7
HS8
C13
H9
N2
01
H10
HI11
Cl4
HI12
CI15

0.082619
0.069915
0.069866
0.420013
0.313401
0.136138
0.129922
0.048819
0.132871
0.166856
0.126702
0.070096
0.058127
0.076735
0.07169
0.014253
0.09011
0.334755
0.328429
0.326479
0.071545
0.170023
0.077093
0.047852

0.138773
0.129577
0.124484
0.384993
0.351753
0.064748
0.060888
0.00636
0.060607
0.033414
0.056178
0.122364
0.128214
0.115357
0.122777
0.061857
0.129199
0.217713
0.280778
0.371149
0.111769
0.044794
0.135031
0.158846

Tabla A8. Funciones de Parr del Lig4.

Atomo

Atomo Parr+ Parr—
numerado
C Cl 0.09398 | 0.138903
C C2 0.160705 | 0.064707
C C3 0.043386 | 0.022815
C C4 0.147149 | 0.101058
C C5 0.056191 | 0.129598
C Co6 0.117468 | 0.062092
C C7 0.046197 | 0.020837
C C8 0.146426 | 0.024172
C C9 0.095986 | 0.110128
N N1 0.447943 | 0.377656
C C10 0.253576 | 0.211091
H Hl1 0.075185 | 0.095045
H H2 0.06153 | 0.105502
H H3 0.053312 | 0.103348
H H4 0.295307 | 0.337435
H H5 0.084393 | 0.124641
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Hé6
H7
HS8
Cl1
Cl12
C13
Cl4
CI15
Cl6
H9
H10
HI11
HI12
H13
C17
CI18
C19
C20
C21
C22
H14
H15
H16
H17
HI18
01
C23
H19
H20
H21

0.081546
0.070291
0.069915
0.008454
0.121715
0.100605
0.121555
0.122943
0.122908
0.091718
0.078903
0.077471
0.074505
0.078333
0.015448
0.139729
0.105415
0.112576
0.121737
0.120077
0.077621
0.088
0.077214
0.073616
0.069258
0.239774
0.167785
0.043617
0.065134
0.050495

0.116807
0.124309
0.125112
0.021112
0.074112
0.095065
0.092593
0.079101
0.079942
0.096566
0.109347
0.112295
0.110106
0.100881
0.011667
0.066437
0.083599
0.083414
0.075253
0.077799
0.111238
0.100887
0.101584
0.112387
0.114978
0.183609
0.103319
0.127027
0.108048
0.107945

Tabla A9. Funciones de Parr del Lig5.

Atomo

Atomo Parr+ Parr—
numerado
(0] Ol 0.253361 | 0.249739
(0] 02 0.40103 | 0.349678
(0] 03 0.301351 | 0.260177
(0] 04 0.278876 | 0.257713
(0] 05 0.456974 | 0.33933
N N1 0.501045 | 0.318232
C Cl 0.110617 | 0.130972
C C2 0.211966 | 0.040149
C C3 0.101519 | 0.190948
C C4 0.042025 | 0.025365
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C5
Cé6
C7
C8
C9
C10
Cl1
Cl12
C13
Cl4
CI15
H1
H2
H3
H4
H5
Hé6
H7
HS8
H9
H10
HI11
HI12
H13
H14
H15
H16
H17

0.133027
0.22718
0.339893
0.145554
0.114937
0.068877
0.154043
0.272962
0.083317
0.090429
0.093927
0.296506
0.059035
0.081703
0.06822
0.055096
0.080919
0.087974
0.071601
0.09529
0.097736
0.093259
0.086534
0.082952
0.082514
0.081749
0.086527
0.087577

0.007559
0.187229
0.342481
0.071949
0.056606
0.148972
0.04434
0.341196
0.065969
0.071299
0.07144
0.366165
0.131753
0.097194
0.114312
0.102982
0.131869
0.12543
0.127955
0.118039
0.113406
0.112649
0.121975
0.100987
0.100459
0.112942
0.108687
0.109569

Tabla A10. Funciones de Parr del Lig6.

Atomo LT Parr+ Parr—
numerado
H Hl1 0.085831 | 0.114711
C Cl 0.14045 | 0.055846
C C2 0.138374 | 0.056968
C C3 0.023627 | 0.007767
C C4 0.054089 | 0.112926
C C5 0.150459 | 0.066442
C Co6 0.067975 | 0.088797
H H2 0.076199 | 0.129349
H H3 0.076997 | 0.124664
N N1 0.430354 | 0.354738
H H4 0.311667 | 0.359438
C C7 0.048318 | 0.011727
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C8
C9
C10
Cl1
Cl12
H5
Hé6
H7
HS8
H9
01
C13
H10
HI11
H12
Cl4
N2
02
CI15
H13
H14
Cl6
C17
CI18
C19
C20
C21
H15
H16
H17
HI18
H19
H20
C22
C23

0.166076
0.118666
0.141147
0.130415
0.132891
0.083118
0.070212
0.070837
0.071413
0.05812
0.245275
0.12907
0.087191
0.09024
0.08625
0.021979
0.314787
0.142015
0.056186
0.085343
0.086524
0.009837
0.112441
0.085023
0.104029
0.108368
0.099918
0.105682
0.08726
0.084829
0.090805
0.084029
0.101409
0.070927
0.060678

0.054475
0.074028
0.079256
0.069451
0.069388
0.106636
0.105881
0.117175
0.117149
0.120587
0.195184
0.110705
0.096593
0.122344
0.101983
0.077959
0.179416
0.085942
0.037494
0.112975
0.115972
0.021396
0.081503
0.094869
0.089172
0.082463
0.084906
0.096776
0.101717
0.107807
0.104652
0.108011
0.13474
0.034786
0.149543

Tabla A11. Funciones de Parr del Lig?7.

Atomo Atomo Parr+ Parr—
numerado
H Hl1 0.088085 | 0.096724
C Cl 0.134373 | 0.102579
C C2 0.131437 | 0.075939
C C3 0.029653 | 0.01208
C C4 0.059648 | 0.108253
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C5
Cé6
H2
H3
N1
H4
C7
C8
C9
C10
Cl1
Cl12
H5
H6
H7
HS8
H9
01
C13
H10
HI11
H12
Cl4
CI15
Cl6
H13
H14
C17
CI18
C19
C20
C21
C22
H15
H16
H17
C23
N2
HI18
C24
C25
C26
C27
C28

0.144248
0.069012
0.079987
0.079542
0.429009
0.313451
0.035676
0.145593
0.122504
0.111026
0.117956
0.123335
0.07917
0.089137
0.080081
0.076522
0.069193
0.24148
0.125276
0.092432
0.092984
0.089828
0.049709
0.062794
0.147346
0.080951
0.084268
0.028838
0.143118
0.131791
0.069651
0.130327
0.060485
0.091365
0.080003
0.080269
0.066008
0.427657
0.31222
0.046295
0.035196
0.14599
0.108799
0.125621

0.087747
0.101807
0.11937
0.116618
0.383275
0.344557
0.01449
0.076003
0.093703
0.085068
0.081046
0.082334
0.097433
0.102229
0.108145
0.10785
0.110522
0.187362
0.108916
0.100642
0.120862
0.100265
0.030897
0.095211
0.136889
0.095399
0.102414
0.009259
0.055082
0.109865
0.114927
0.083825
0.098239
0.102616
0.115542
0.126033
0.125796
0.40157
0.339951
0.010331
0.006849
0.062445
0.080634
0.079453
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C C29 0.122314 | 0.074203
C C30 0.118595 | 0.076903
H H19 0.090833 | 0.101169
H H20 0.078096 | 0.105738
H H21 0.076991 | 0.11364
H H22 0.080804 | 0.11152
H H23 0.068951 | 0.116152
O 02 0.240831 | 0.201278
C C31 0.125064 | 0.109775
H H24 0.092833 | 0.099672
H H25 0.093179 | 0.119041
H H26 0.090325 | 0.101489
Tabla A12. Funciones de Parr del Lig8.
Atomo Atomo Parr+ Parr—
numerado
H H1 0.018443 | 0.104007
C Cl 0.136651 | 0.088144
C C2 0.112826 | 0.081748
C C3 0.028161 | 0.018079
C C4 0.128859 | 0.075309
C C5 0.129632 | 0.075662
C Cé6 0.106816 | 0.100109
H H2 0.05299 | 0.112511
H H3 0.06916 | 0.112277
H H4 0.087864 | 0.089406
H HS5 0.084438 | 0.106722
C C7 0.018188 | 0.04537
H H6 0.053429 | 0.123924
N N1 0.247451 | 0.215441
C C8 0.085913 | 0.114571
C C9 0.053523 | 0.079659
N N2 0.13273 | 0.103922
C C10 0.115109 | 0.178755
H H7 0.132098 | 0.168607
O Ol 0.35599 | 0.158048
C Cl1 0.26008 | 0.20614
H H8 0.077466 | 0.108589
H H9 0.072997 | 0.104846
H H10 0.007151 | 0.111361
C C12 0.13182 | 0.114305
H H11 0.1036 | 0.124314
H Hi12 0.092532 | 0.126827
S S1 0.064093 | 0.098914
C C13 0.015287 | 0.004857
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Cl4
CI15
Cl6
C17
CI18
H13
H14
H15
H16
Cl19
C19
H17
HI18
HI19

0.001183
0.096569
0.108038
0.108261
0.103575
0.097392
0.090048
0.093445
0.097759
0.098925
0.27396
0.046392
0.022067
0.068973

0.044361
0.080509
0.067484
0.070514
0.072305
0.103757
0.118467
0.123562
0.121123
0.010256
0.216052
0.110568
0.098759
0.097383

123



10.4 Anexo IV. Resultados del reporte generado por la plataforma anti-plagio

+ iThenticate Pagina 1 of 162 - Portada Identificador de la entrega trn:oid:::3117:426513706
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4 feb 2025, 10:17 a.m. GMT-6
251,483 Caracteres
Fecha de descarga

4 feb 2025, 10:44 a.m. GMT-6

Nombre de archivo

Estudio de Acoplamiento y Dindmica Molecular de una Serie de Ligandos tipo aza-heterociclos co....pdf

Tamaiio de archivo

49.9 MB
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+ iThenticate Pégina 2 of 162 - Descripcién general de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:426513706

20% Similitud general

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para ca...

Fuentes principales

19% @ Fuentes de Internet
12% Publicaciones

0% 2 Trabajos entregados (trabajos del estudiante)

Marcas de integridad
N.° de alertas de integridad para revision
Los algoritmos de nuestro sistema analizan un documento en profundidad para
No se han detectado manipulaciones de texto sospechosas. buscar inconsistencias que permitirian distinguirlo de una entrega normal. Si
advertimos algo extrafio, lo marcamos como una alerta para que pueda revisarlo.

Una marca de alerta no es necesariamente un indicador de problemas. Sin embargo,
recomendamos que preste atencién y la revise.
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10.5 Anexo V. Formato de declaracion de originalidad y uso de Inteligencia
Artificial

Formato de Declaracion de Originalidad
y Uso de Inteligencia Artificial

Coordinacién General de Estudios de Posgrado
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo i Bl R

A quien corresponda,
Por este medio, quien abajo firma, bajo protesta de decir verdad, declara lo siguiente:

e Que presenta para revisién de originalidad el manuscrito cuyos detalles se especifican abajo.

Que todas las fuentes consultadas para la elaboracion del manuscrito estan debidamente
identificadas dentro del cuerpo del texto, e incluidas en la lista de referencias.

e Que, en caso de haber usado un sistema de inteligencia artificial, en cualquier etapa del desarrollo
de su trabajo, lo ha especificado en la tabla que se encuentra en este documento.

e Que conoce la normativa de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, en particular
los Incisos IX y Xl del articulo 85, y los articulos 88 y 101 del Estatuto Universitario de la UMSNH,
ademas del transitorio tercero del Reglamento General para los Estudios de Posgrado de la
UMSNH.
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